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O Papilomavírus Bovino infecta epitélios, ocasionando tanto lesões cutâneas, 
geralmente benignas, como também cânceres no trato digestivo e urinário. Objetivos: 
Neste trabalho, foram estabelecidas culturas primárias obtidas de lesões de animais 
infectados por BPV com diferentes características clínicas e avaliadas as diferenças 
morfológicas, citogenéticas e moleculares dessas células primárias em relação às 
células de cultivo de animais sadios e alguns parâmetros comparado com células de 
cultivos temporários de linfócitos de sangue periférico. Métodos: Foram coletadas 
amostras de sangue e biópsias de 9 animais avaliados clinicamente como sadios, com 
papilomatose cutânea, papilomatose esofágica e hematúria enzoótica. Tais amostras 
foram analisadas histopatologicamente, citogeneticamente e submetidas à investigação 
de presença de sequências de DNA viral. Foram estabelecidos cultivos primários de 
cada grupo de amostras e realizada a caracterização morfológica, curva de 
crescimento e senescência, marcação de proteínas de citoesqueleto (vimentinas, 
citoqueratinas e actinas), adesão focal (paxilina e vinculina) e proteína do capsídeo 
viral L1. Resultados: Detectou-se a presença do DNA viral nas primeiras passagens 
dos cultivos estabelecidos assim como se observou maior número de células com 
alterações cromossômicas nos três grupos de animais clinicamente afetados em 
relação aos sadios, tanto nos cultivos primários quanto nos cultivos temporários de 
linfócitos de sangue periférico, destacando-se rearranjos com adições e deleções, 
seguidos das quebras cromatídicas e fragmentos acêntricos. As células dos grupos 
clinicamente afetados por BPV apresentaram marcação dupla de vimentina e 
citoqueratina, sugerindo um fenômeno chamado transição epitelial-mesenquimal já 
visto em alguns casos de cânceres. Nesses cultivos, as marcações das fibras de actina 
e das proteínas de adesão focal mostraram desarranjo, retração das fibras e formação 
de lamelipodia, provavelmente fruto da ação das proteínas virais. Também foi 
detectada por imunofluorescência a presença de proteína do capsídeo viral na região 
nuclear e perinuclear. Conclusões: A presença do DNA do vírus através das 
passagens, as alterações cromossômicas e a expressão da proteína viral são 
evidências pela primeira vez apresentadas de que os vírus mantém alguma atividade in 
vitro. Alterações tanto das proteínas do citoesqueleto como de adesão focal apontam 
para que essas mesmas células já estejam sofrendo as primeiras mudanças para um 







































A papilomatose bovina é uma doença causada por um oncovírus de DNA que se 
caracteriza por infectar o epitélio do seu hospedeiro, causando hiperplasia, papilomas e 
lesões verrucosas. Geralmente, essas lesões são benignas e podem regredir sem 
acarretar nenhum grande problema clínico. Porém, podem evoluir para tumores 
malignos, principalmente quando associados à co-fatores (Campo, 1997a). Dentre os 
processos neoplásicos, destaca-se a hematúria enzoótica e o carcinoma de trato 
digestório superior, que estão associados à presença respectiva dos específicos tipos 
virais BPV-4 e BPV-2, juntamente com co-fatores carcinogênicos ou imunosupressores 
como quercetina e ptaquiloside encontrados na samambaia Pteridium aquilinum 
consumida pelos animais em pastagens pobres durante a época de estiagem (Campo 
et al., 1992; Recouso et al., 2003; Borzacchiello, Roperto, 2008).  
A infecção típica do papilomavírus bovino (BPV) ocorre através do contato físico 
entre epitélios. Contudo, o epitélio não é o único sítio desses vírus. Seqüências do DNA 
de BPV foram encontradas em linfócitos de bovinos com ou sem lesões de 
papilomatose, sugerindo que estes serviriam também como sítio de transmissão viral 
(Campo et al, 1994a; Stocco dos Santos et al., 1998). Também foram encontradas 
sequências de BPV em outros tecidos ou líquidos corpóreos como trato reprodutivo, 
ovários e esperma (Carvalho et al., 2003; Yaguiu et al., 2006), placenta, líquido 
amniótico e plasma de fêmeas infectadas (Freitas, et al., 2003), além de leite, urina e 
líquido seminal (Lindsey et al., 2009), o que aponta para que, estando em sua forma 
latente, é possível encontrar o vírus em diferentes tecidos do organismo infectado, 
mesmo que o local não apresente lesões relacionadas a ação do vírus.  
A questão sobre se essas partículas virais encontram-se ativas fora do tecido 
epitelial foram levantadas por muitos autores. Recentemente, foi observada a presença 
da proteína E5 em sangue periférico de animais com hematúria enzoótica (Roperto et 
al., 2008) e em seguida foi identificado expressão tanto de E5 como da proteína de 
capsídeo L1 nos linfócitos CD4+ e CD8+ de animais positivos para BPV-2. (Roperto et 
al., 2011).  Anteriormente, contudo, já havia sido relatada a transmissão horizontal de 
BPV-2 via sangue contaminado em gado clinicamente sadio, onde observou-se alta 
freqüência de quebras cromossômicas, inferindo uma provável ação do vírus sobre a 
cromatina dos linfócitos (Stocco dos Santos et al., 1998). Essas inferências de 
atividade viral fora do epitélio levantam novas possibilidades e uma necessidade de se 





Os estudos de BPV in vitro e a natureza de como se encontra esse material viral 
também é controversa. A maioria dos trabalhos que envolvem o papilomavírus bovino 
em cultivo foi realizado em linhagens celulares produzidas em laboratório que são 
?????? ????? ??????????????????????? ??????????????????????????????????????????? rien 
et al., 2001; Liu et al., 2002;). Até recentemente, se descartava a possibilidade de 
expressão da partícula viral completa in vitro e mesmo em células mesenquimais de 
fibropapilomas acreditava-se que não havia atividade ou replicação viral (Borzacchiello, 
2007). Contudo, em estudos de sarcóides eqüinos, que também são causados por 
BPV, foi observada expressão de L1 nas lesões que são exclusivamente consistentes 
de fibroblastos (Brandt et al., 2008).  Mais recentemente, Campos e colaboradores. 
(2008) publicaram dados que envolviam cultivos primários obtidos a partir de células de 
lesões epiteliais verrucosas onde foi possível detectar a presença de DNA viral mesmo 
através de consecutivas passagens. Não havia, no entanto, nenhuma inferência sobre 
a natureza desse material genético do vírus. 
Há ainda escassez de estudos sobre as principais modificações sofridas pela 
célula do hospedeiro infectado com BPV. A maioria dos trabalhos foi realizada 
utilizando linhagens estabelecidas alteradas por proteínas virais isoladas, e muito 
pouco se conhece sobre as alterações morfológicas, citogenéticas e moleculares das 



















1.1.1 Objetivos Gerais 
O objetivo do presente trabalho foi avaliar a interação papilomavírus bovino com a 
célula hospedeira observando as diferenças morfológicas, citológicas, citogenéticas e 
moleculares das células infectadas por BPV. 
 
1.1.2.Objetivos Específicos 
- Detectar a presença viral e identificar os diferentes tipos virais infectantes no sangue, 
fragmentos de lesões e seus respectivos cultivos primários nos distintos grupos de 
animais estudados. 
 
- Analisar histopatologicamente as amostras coletadas que originaram as respectivas 
culturas celulares dos grupos estudados. 
 
- Avaliar as alterações da cromatina causadas pelo papilomavírus bovino em cultivo de 
linfócitos e de lesões e determinar os principais tipos de alterações envolvidas 
comparando os diferentes grupos de animais diagnosticados com o grupo controle. 
 
- Caracterizar as células que originaram os cultivos primários das diferentes lesões por 
análise morfológica, proliferativa e de senescência. 
 






- Análisar a estrutura das fibras de actina e dos pontos de adesão focal das células dos 
cultivos estabelecidos. 
 
- Analisar a expressão da proteína de capsídeo viral L1 do papilomavírus bovino em 































































2.1 Papilomavírus e o Papilomavírus Bovino 
Os papilomavírus fazem parte de uma família antiga e de heterogênea 
diversidade genética de oncovírus de DNA não-envelopados que se caracteriza por 
infectar o epitélio do seu hospedeiro, causando uma elevação anormal da superfície 
celular por hiperplasia, formação de papilas dermais ou mesmo lesões verrucosas e 
escamosas do epitélio, caracterizando a papilomatose (Chang, 1990). Geralmente, 
essas lesões são neoplasias benignas e podem regredir sem acarretar relevantes 
problemas clínicos, mas em alguns casos podem evoluir para tumores malignos 
(Jackson et al., 1993; Castellsagué, Munoz, 2003). Os papillomavírus são tipos virais 
geralmente espécie-específicos e podem ser encontrados em vários vertebrados, 
mamíferos, sejam animais domésticos ou espécies selvagens, e em alguns pássaros e 
répteis (Bernard et al., 2010). 
Os Papilomavírus Humanos (HPV) são os representantes mais conhecidos do 
grupo e podem infectar diversas partes do corpo do indivíduo como a pele, boca, 
laringe, a mucosa traqueobronqueal, esôfago, uretra e trato anogenital (zur Hausen, 
1996). O caso que mais chama atenção, no entanto, é a infecção do epitélio cervical 
nas mulheres, que progride para o câncer causado pelos tipos virais considerados de 
alto risco, HPV-16, 18, 31, 33, 45 e alguns outros (Schoell et al., 1999). Sendo um dos 
poucos vírus conhecidos que está diretamente associado a neoplasias, muitos estudos 
focam-se na sua prevenção e estratégias de vacinação, principalmente nos países em 
desenvolvimento que não podem oferecer de uma forma acessível economicamente os 
testes clínicos de detecção (Kling, Zeichner, 2010). Trata-se da sétima forma de câncer 
mais freqüente no mundo, o terceiro em mulheres, chegando a estar em primeiro plano 
em muitos países. No caso da América Latina, incluindo o Brasil, há ainda uma grande 
incidência da doença, devido à falta de eficientes estudos epidemiológicos promovidos 
pelos sistemas públicos de saúde e a fatores de riscos aos quais a população está 
exposta (Eluf-Neto, Nascimento, 2001). 
Em cachorros, o COPV (?Canine Oral Papillomavirus?) ataca a cavidade 
orofaríngea dos animais, se espalhando rapidamente e sendo bastante danoso, 
podendo levar a carcinomas de células escamosas e muitas vezes necessitando 
sacrificar animais acometidos (Nicholls, Stanley, 1999). Em felinos, os papilomas são 
mais raros e ocorrem na face e cavidade bucal de animais mais velhos ou com 




FdPV (?Felis Domesticus Papillomavirus?) em leões, leopardos e outros felinos 
selvagens (Sundberg et al., 2000). Já o CRPV (?Cottontail Rabbit Papillomavirus?) 
infecta exclusivamente o gênero selvagem sylvilagus, não acometendo naturalmente as 
espécies domesticas, causando grandes papilomas cutâneos queratinizados na 
cabeça, que são confundidos com chifres. O CRPV foi um dos primeiros a ser estudado 
in vitro e é amplamente utilizado como modelos de estudo da progressão de neoplasias 
(Kreider, Bartlett , 1981; Seto et al., 1991). 
Além dos coelhos, os bovinos também são modelos fundamentais nos estudos 
da papilomatose tanto para investigação da interação do papilomavírus com o 
hospedeiro natural e sua relação com co-fatores ambientais como também para o 
desenvolvimento de estratégias vacinais (Campo, 2003). O estudo da papilomatose 
bovina também tem grande interesse econômico devido aos prejuízos na pecuária, 
provocados pelas grandes baixas causadas nos rebanhos, queda na produção leiteira 
e redução do valor dos animais que se destinam ao abate e à indústria de couro 
(Correa, Correa, 1992; Dassie, 1999). Atualmente, a papilomatose bovina tem 
distribuição mundial com casos relatados no Japão, Escócia, Colômbia, Turquia, 
Estados Unidos. Canadá, Europa, Austrália, Índia e Nova Zelândia (Olson, 1990). No 
Brasil, os estados mais afetados pela doença que possuem registro são Goiás, Minas 
Gerais, São Paulo, Espírito Santo, Rio de Janeiro, Paraná e Rio Grande do Sul 
(Dassie, 1999). 
Dentre as lesões mais comuns causadas pelo BPV, encontram-se os papilomas 
cutâneos que são geralmente benignos e costumam regredir naturalmente, sendo 
encontrados comumente no pescoço, nuca, dorso, úbere, tetas e pênis (Figura 1). As 
variações das estruturas formadas pela queratinização intensa da lesão são muitas, 
po???????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
contaminação ocorre na maioria das vezes por contato direto com outros animais ou 
indireto com arreios, cabrestos, escovas, cochos e cercas usados por animais já 
afetados pela doença. A freqüência e persistência da doença são mais comuns nos 
animais mais jovens e nos imunossuprimidos. Mesmo considerada de cura 
espontânea, muitos tratadores buscam por vacinas e tratamentos devido à 
desvalorização dos animais em feiras agropecuárias, às dificuldades na ordenha 
mecânica de vacas com essas lesões nos tetos e problemas na monta de touros que 






Figura 1. Bovino da raça holandesa com avançadas lesões verrucosas causadas pelo 






Outro alvo dos papilomavirus bovinos é o epitélio e mucosa do trato digestório 
superior, onde podem ser visto de forma esporádica o desenvolvimento de papilomas e 
fibropapilomas na cavidade oral, esôfago e retículo (Van Metre et al., 2008). Esses 
papilomas, no entanto, podem progredir para carcinomas, que levam à morte do animal 
caracterizando a doença que chamamos no Brasil de ?Caraguatá? (Marçal, 2003). Essa 
progressão neoplásica no trato digestório superior está associada a um tipo viral 
específico, o BPV-4 concomitante ao consumo da samambaia Pteridium aquilinum 
pelos animais em pastagens pobres durante a época de estiagem (Campo et al., 
1994b).  
A ação do BPV também está relacionada com um tipo de lesão hemagiomatosa 
e metaplasia do epitélio da bexiga chamada clinicamente de ?hematúria enzoótica?, que 
apresenta como um dos sinais clínicos a passagem intermitente de sangue pela urina e 
que pode levar o animal à morte por anemia (Plummer, 1944; Divers, 2008). A principal 
causa desta doença foi originalmente relacionada com a alimentação crônica de P. 
aquilinum por um longo período, mas posteriormente foi verificado que o tipo viral BPV-
2 tem importante função no processo neoplásico (Campo et al, 1992) 
Os processos neoplásicos tanto no trato digestório quanto na mucosa da bexiga 
estão relacionados à interação do vírus com co-fatores ambientais carcinogênicos ou 
imunossupressores encontrados na samambaia Pteridium aquilinum, como o 
flavonóide chamado quercetina (Bozarchiello, Roperto, 2008). Este flavonóide foi 
descrito em ensaios in vitro como sendo co-fator para transformação neoplásica de 
células sob ação de oncoproteínas de BPV-4, causando parada do ciclo celular e 
interferindo na regulação promovida pela LCR viral (Connolly et al., 1998; Beninston et 
al., 2001; Leal et al., 2003). Outro agente carcinogênico presente na P. Aquilinum é a 
ptaquilosida, que induz alcalinização do DNA em certos órgãos, levando à mutação do 
gene H-ras de atuação no ciclo celular (Potter, Baird, 2000, Bozarchiello, Roperto, 
2008). Nenhuma relação direta foi ainda estabelecida entre este agente carcinogênico 
e o BPV, porém foram observados altos índices de aberrações cromossômicas em 
animais com hematúria infectados com o vírus e com ptaquilosida presente no sangue 
e na urina (Lioi et al., 2004).   
Apesar dos papilomavírus serem conhecidos por sua alta especificidade mesmo 
em condições experimentais e geralmente não infectarem outros hospedeiros que não 
sejam os seus naturais, tem sido apontada ao BPV do tipo 1 e, em menor incidência, o 




tumores fibroblásticos encontrados em cavalos, podendo surgir em qualquer região 
corporal dos animais, sendo mais comuns em regiões da pele que sofreram ferimentos 
ou traumas (Chambers et al., 2003) Estudos mais recentes, no entanto, têm 
demonstrado que as sequências de BPV-1 encontradas nesses sarcóides não são 
exatamente as mesmas das infecções em bovinos, mas sim uma variante que tende a 
ter uma especificidade por causar essas lesões em eqüinos (Nasir, Campo, 2008). 
Essa variante, no entanto, não foi incluída filogeneticamente próxima ao EqPV (?Equine 
Papilomavirus?) (Bernard et al, 2010). 
No intuito não só de tratar, mas também de prevenir que animais sejam 
acometidos pelo BPV, alguns esforços para o desenvolvimento de vacinas foram feitos 
nos últimos anos. Pesquisas com vacinas profiláticas para BPV-2 e BPV-4 têm sido 
utilizadas como estratégias tanto a inoculação das proteínas dos capsídeos virais L1 e 
L2 como também a produção de ?VLPs???????????????? ????????????????????????????????
desprovidas do genoma do vírus). Já as vacinas terapêuticas feitas a partir de L2 de 
BPV-2 e E7 de BPV-4 mostraram efetiva regressão e resposta imune, apesar de não 
ter sido discutido se essa resposta é de fato referente aos mesmos antígenos que 
atuam na rejeição do tumor (Campo, 1995; Campo, 1997b; Kirnbauer et al., 1996). 
Estudos similares para vacinação terapêutica estão sendo feitos em eqüinos com VLPs 
quiméricas de L1 e E7 e demonstraram que apesar de não ter sido observada 
regressão do tumor, eles tendem a permanecer estacionários (Ashrafi et al., 2008). 
Outros ensaios para o desenvolvimento de vacinas atualmente estão sendo realizados 
(Carvalho et al.,2009; Ruiz et al.,2009). 
 
2.2 Classificação e Tipos Virais 
 
Nas primeiras classificações estabelecidas dos papilomavírus, eles foram 
inclusos juntos com os poliomavirus dentro da família Papovaviridae devido a suas 
semelhanças, ambos com capsídeos não-envelopados e DNA dupla-hélice circular 
(Fenner et al., 1987). Contudo, as grandes diferenças do tamanho e organização do 
genoma, além de poucas similaridades de seqüência, levaram à criação de uma família 
a parte, Papillomaviridae (Villiers et al., 2004).  
Inicialmente, os papilomavírus bovinos eram subdivididos em apenas 2 grupos, 




por aqueles que originavam fibropapilomas, frutos da transformação de fibroblastos da 
região sub-epitelial e levando a posterior acantose da região epitelial. Dentro do grupo 
A, eram inclusos os tipos virais BPV-1, -2 e -5. Já o subgrupo B reunia os 
papilomavírus epitelotrópicos, que formam lesões verrucosas sem o envolvimento de 
fibroblastos, sendo composto pelos tipos virais BPV-3, -4 e -6 (Campo, 1997a). Mais 
tarde, uma nova classificação foi proposta onde os papilomavírus bovinos foram 
incluídos em três diferentes gêneros (Figura 2), considerando suas relações 
filogenéticas com todos os demais tipos de papilomavírus conhecidos (Villiers et al., 
2004). 
Os Xipapillomavírus compreendem todos aqueles exclusivamente 
epiteliotrópicos, portanto o BPV-3, -4 e -6. Os Deltapapilomavírus englobam os 
mucosotrópicos BPV-1 e BPV-2, associados aos fibropapilomas. Por fim, um novo 
gênero chamado Epsilonpapillomavirus foi criado para englobar o BPV-5, cujo genoma 
dividia similaridades entre os dois outros grupos. Mais recentemente, quatros tipos 
novos de BPV foram caracterizados e incluídos nessa classificação. BPV-8 foi incluso 
dentro Epsilonpapillomavirus, BPV-9 e -10 no Xipapillomavirus e o BPV-7 precisaria 






Figura 2. Árvore Filogenética dos Papilomavírus mostrando todos os tipos virais já 
classificados (Villiers et al., 2004) em A e destaque para o grupo dos papilomavirus 





O BPV-1 origina fibropapilomas em várias partes do corpo do animal, 
destacando-se áreas paragenitais como úberes, tetos e pênis (Campo, 1997a; 
Radostits et al., 2007). O BPV-1 também foi descrito como a principal causa do 
sarcóide em eqüinos e asininos, sendo o primeiro e até então único caso de PV 
infectando outra espécie (Chambers et al., 2003).  Já o BPV-2 possui muita 
similaridade genética com o BPV-1 e é um agente bastante comum em papilomas 
cutâneos, encontrado principalmente na cabeça, pescoço e dorso do animal 
(Bozarchiello, Roperto, 2008). BPV-2 também é responsável pelas lesões no trato 
urinário, que concomitante à ingestão da samambaia Pteridium aquilinum podem se 
transformar em lesões malignas levando ao carcinoma de bexiga e ?? ???????????
??????????? ??????? ??? ????? ??????? ?????? ?? ???-1 e o -2, pertencentes ao grupo de 
Deltapapilomavirus, estão bastante relacionados filogeneticamente com os 
??????????????? ??? ???????? ?????-1 e -????? ??????? ????????? ?????? ???????? ?? ??????
????????????????????????????????? 
O subgrupo dos Xipapillomavírus é unicamente formado por espécies de tipos 
virais do papilomavírus bovino. O BPV-3 é quem causa o ?????????? ??????????? em 
pele, sem envolvimento de fibroblastos, tendendo a persistir por muito tempo ou 
mesmo retornar os papilomas nas mesmas regiões depois de caírem espontaneamente 
ou serem retirados (Lancaster, Olson, 1982). O BPV-4 é o responsável pelo 
desenvolvimento dos papilomas em trato digestório, podendo causar lesões da boca 
até o rúmen, e quando associado à ingestão de P. aquilinum, leva ao desenvolvimento 
de câncer de células escamosas (Campo et al., 1994b; Campo, 1997a). Já o BPV-6 é 
???????????????????????frondoso? que acomete os tetos (Radostits et al., 2007). Os dois 
novos tipos mais recentes encontrados no grupo, BPV-9 e BPV-10, foram isolados de 
tetos de animais e são responsáveis por causar papilomas de epitélio escamoso 
(Hatama et al., 2008). 
 O BPV-5 que era único membro isolado no grupo Epsilonpapillomavirus é 
caracterizado por causar os fibropapilomas do tipo ?grãos de arroz? nos úberes 
(Lancaster, Olson, 1982). O BPV-8, recentemente incluído dentro deste grupo, foi 
encontrado em lesão cutânea de bovinos no Japão e uma variante em Bisão Europeu 
(Tomita et al., 2007). 
O BPV-7 foi encontrado em um papiloma cutâneo também no Japão e 
demonstrou ser bastante diferente dos outros papilomavirus bovinos existentes, tendo 




compostos por HPVs, mas ainda assim bastante distante filogeneticamente dos PVs na 
árvore filogenética, o que fortalece a idéia de colocá-lo num novo subgrupo a ser criado 
(Ogawa et al., 2007). 
 Além dos recentes BPV-7 a 10, pelo menos outros 12 tipos de papilomavírus 
bovinos recentemente descobertos estão ainda para serem caracterizados (Antonsson, 
Hansson, 2002; Ogawa et al., 2004). O mais recente, BPV-11, caracterizado ainda este 
ano, apresentou forte homologia com os BPV-4, -6 e -9, incluindo-o no grupo dos 
Xipapillomavírus (Carvalho et al.,2010; Hatama et al., 2011). 
 
2.3 Estrutura Viral dos Papilomavírus 
 
 Os papilomavírus são pequenos vírus oncogênicos de forma icosaédrica e não 
envelopados, com diâmetro em torno de 52 a 55nm. Seu capsídeo contem 72 
capsômeros, sendo 60 hexaméricos e 12 pentaméricos com peso molecular médio de 
5000 kDa. Seu genoma é formado por uma molécula de DNA circular, consistindo de 
cerca de 8.000pb com seqüências virais conservadas. (Baker et al., 1991; Belnap, 
1996). Podemos dividí-lo em pelo menos três regiões (Figura 3), uma não-codificante 
???????? ?????? ???????? ???????? ?????? ?? ????? ??????? ????????? ???? ????????
codificadoras de proteínas designadas como ??????? ????e ?????????, que representam 
respectivamente 50% e 40% do genoma do vírus (Zheng, Baker, 2006). 
A região LCR é uma região não codificante de aproximadamente 1000 
???????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
e transcrição viral (Harrison et al., 1987; Pfister H, Fuchs PG. 1994). A LCR tem sítios 
de ligação com a proteína E2, que variam de número dependendo do tipo viral e 
formando complexos de diferentes estabilidades, sendo 12 para os Deltapapilomavírus 

















??? ???????? ?????????????? ???? ???? ??? ??? ?????? ?? ?????? ???????????? ??? ?????????
viral e estão relacionadas aos processos iniciais de replicação, transcrição e 
transformação celular (IARC, 2007;).  A proteína viral E1 é uma proteína nuclear que é 
fosforilada tanto em sua parte -N como -C terminal e de vida curta, sendo de maior 
importância na replicação viral (Lambert, 1991; Wilson et al., 2002). A E2 associada à 
LCR tem como principal função ativar ou reprimir a transcrição dos genes virais 
(Spalholz et al., 1987). Outra função da E2 e se ligar ao DNA do hospedeiro de forma 
episomal através da proteína Brd4 e assegurar que durante a segregação dos 
cromossomos da célula hospedeira, os vírus acompanhem as cromátides irmãs 
durante toda a divisão celular (Baxter et al., 2005).  
As proteínas E4 são pequenas e surgem abundantemente no citoplasma de 
queratinócitos quando na fase de replicação do DNA viral (Anderson et al., 1997). 
Alguns outros estudos feitos em HPV, também sugerem uma associação da E4 com as 
citoqueratinas e reorganização do citoesqueleto (Doorbar e al., 1996) 
As proteínas E5, E6 e E7 são consideradas oncoproteínas virais, pois levam a 
transformações e ações tumorais nas células hospedeiras. A E5 é uma proteína 
pequena e muito hidrofóbica que é encontrada dentro dos compartimentos 
endocelulares da célula hospedeira, principalmente no Complexo de Golgi. Sua 
presença interfere tanto na não-acidificação dos endossomos produzidos pelo Golgi 
comprometendo assim o processamento de proteínas da célula hospedeira como 
também na comunicação das junções intracelulares. Uma vez estando essas 
comunicações comprometidas, isso facilita a proliferação da célula transformada de 
forma independente e seu estabelecimento (Schapiro et al., 2000). E5 também é 
responsável por uma série de transformações nas células tumorais quando interage 
com o receptor PDGF, causando uma alteração no controle que programa a 
proliferação celular (DiMaio, Matton, 2001; Talbert-Slagle, DiMaio, 2009). A proteína 
também está relacionada com um aumento da produção de ciclinas e quinases 
associadas, interferindo na atividade da proteína regulatória p27, permitindo assim que 
a célula se prolifere independentemente. (?? ???? et al., 2001) 
 A E6 é uma proteína ativadora transcricional com cerca de 137 aminoácidos que 
interfere na via de expressão do gene p53, conhecido supressor tumoral (Hamid, 
Gaston, 2009). A E6 também é responsável por transformações celulares ao interferir 
na ligação da paxilina com a vinculina e outras proteínas de adesão focal, levando a 




fibras de actina (Tong et al., 1997). Outra ação da oncoproteína E6 acontece na via de 
empacotamento e trânsito feita pela clatrinas, uma das proteínas fundamentais do 
aparelho de Golgi (Tong et al., 1998). Por fim, a proteína E6 interfere fisicamente e 
funcionalmente no complexo da telomerase, se associando diretamente a proteína 
hTERT e assim aumentando a atividade da telomerase (Liu et al., 2009). 
 A proteína E7 tem uma função relevante de cooperação com as proteínas E5 e 
E6 durante as transformações celulares. Considerando HPV, E7 interfere na atividade 
do gene supressor de tumor p105Rb, desencadeando a proliferação incontrolada das 
células. Já em BPV, E7 age sobre a proteína p600 inibindo-a e dando seguimento às 
transformações celulares (DeMasi et al., 2005). Outra função da proteína estaria 
relacionada com a inibição de um tipo de morte programada celular chamada ?anoikis?, 
que promove a apoptose das células dependentes de ancoragem que se destacam das 
matrizes celulares, permitindo desta maneira que as células já transformadas 
sobrevivam (DeMasi et al., 2007). 
??? ?????????? ???? ???????? ???? ??? expressas na fase final da infecção e são 
responsáveis pela formação do capsídeo viral, ditas, portanto como proteínas 
estruturais (Baker, Howley, 1987). Existem apenas duas proteínas do tipo ?Late? nos 
mais diferentes tipos de papilomavírus, sendo a L1 a maior e responsável por se ligar a 
superfície celular; e a L2, menor, com função de agrupar a estrutura do vírion e 
também com função na infecção (IARC, 2007). Recentemente, a estrutura viral foi 
comparada a um tipo de modelo atômico onde a proteína L1 seria a mais exposta à 
superfície do vírus e tendo importante papel na infecção e imunogenicidade (Modis et 
al., 2002). A proteína L1 também é considerada mais conservada, sendo sua ORF 
utilizada como base para identificação de novos tipos. Em relação aos outros genes 
dos PV, L1 é altamente imunogênica, sendo uma das mais visadas no estudo da 
construção de vacinas contra os papilomavirus e amplamente utilizada para detecção 
do tipo viral por sorologia em HPV (Kirnbauer et al., 1994; Sehr et al., 2002; Stanley, 
2006). Mais recentemente, a L2 também tem se mostrado potencialmente uma 
excelente estratégia para vacinas profiláticas, permitindo uma proteção cruzada contra 






2.4 Interação do vírus com a Cromatina hospedeira 
 
Apesar de não ter sido relatada em bovinos, a integração do papilomavírus à 
cromatina da célula hospedeira já foi descrita em humanos (Kalantari et al., 2001). No 
caso do BPV, a associação do vírus com a cromatina hospedeira ocorre através de 
ligações laterais aos cromossomos de forma epissomal, mas que ainda assim permite 
a segregação do vírus ao mesmo tempo em que promove as alterações 
cromossômicas (Lehman, Botchan, 1999; Voitenleitner, Botchan, 2002). 
A segregação epissomal do papilomavírus bovino entre as células hospedeiras 
filhas se deve à proteína viral E2, que ao se associar com uma proteína relacionada à 
progressão do ciclo celular chamada Brd4, promove a ligação do vírus aos cromossomos 
mitóticos garantindo uma distribuição eqüitativa e conservando o genoma viral ao longo 
da proliferação celular (McBridge et al., 2004, Oliveira et al., 2006).  Essa estratégia de 
ancoragem aos cromossomos mitóticos utilizando proteínas da célula hospedeira é 
também utilizada por outros vírus, mas os padrões de ancoragem podem diferir mesmo 
dentro da família Papillomaviridae (Feeney, Parish, 2009). Em BPV1, a E2 é encontrada 
formando agrupamentos ao longo dos braços de todos os cromossomos e em HPV8 
ocorre na parte pericentromérica, perto do cinetócoro. Em Alfapapilomavírus, a 
ancoragem também acontece na parte pericentromérica, porém a E2 é fracamente 
expressa durante a divisão celular, sendo mais evidente na prófase e telófase. Contudo, 
a interação entre E2-Brd4 não se mostra necessária em alguns tipos de papillomavírus 
(McBridge et al., 2006; McPhillips et al., 2006). 
Já a ação clastogênica viral está ligada à expressão das oncoproteínas virais E6 
e E7 que inativam as funções de genes supressores de tumor pRB e p53 induzindo alta 
proliferação e são responsáveis pela instabilidade cromossômica e alterações na 
cromatina da célula infectada (Munger et al., 2004). Juntas, essas oncoproteínas levam a 
uma série de alterações mitóticas e aneuploidias através da indução de anormalidades 
que surgem na duplicação do centrossomo. A oncoproteína E7 promove erros na 
duplicação de centrossomos durante a divisão celular que podem levar a mitoses 
multipolares e segregação desigual dos cromossomos (Duensing et al., 2009). Já a E6 
induz a um relaxamento no ponto de checagem da fase S/G2 do ciclo celular, o que leva 
ao acúmulo dessas aberrações dos centrossomos e aumenta o número das alterações 
numéricas (Kaufmann et al., 1997; Filatov et al., 1998). Além disso, as proteínas E6 e E7 




de pontes anafásicas, que levam tanto a quebras e rearranjos, como a associações entre 
cromátides (Duensing, Munger, 2002a). 
Outra ação sobre a cromatina da célula hospedeira promovida pela E6, em 
conjunto com a E7, é a indução da atividade de telomerase, enzima comumente 
encontrada em células tronco ou tumorais, que promovem a renovação das regiões 
teloméricas que são encurtadas a cada nova divisão, promovendo assim um processo 
de imortalização em queratinócitos (Coursen et al, 1997; Liu et al., 2009). De modo 
inverso, foi mostrado que o fator TGF-B1 em células transformadas pelas proteínas E6 e 
E7 de HPV estaria relacionado com as fusões cromossômicas e outros tipos de 
alterações estruturais, além de um encurtamento maior das regiões teloméricas (Deng et 
al., 2008). 
 
2.5 Biologia da Infecção Viral 
 
A infecção característica do papilomavírus bovino é através do contato físico dos 
epitélios, estando as lesões mais freqüentemente na fronte e pescoço dos animais 
confinados, por estes se esfregarem em ferramentas e mourões contaminados, 
permitindo assim, pela abrasão, a infiltração do vírus nas partes mais profundas da 
epiderme. (Jarret, 1985). Outros casos mais freqüentes de desenvolvimento das 
doenças estão associados à marcação por tatuagem, brincos nas orelhas, 
descornamento e até mesmo ordenha mecânica onde os animais estão mais sujeitos a 
feridas (Scott, 2008). Recentemente, se levantou também a possibilidade de 
transmissão do vírus por moscas que estão próximas aos animais (Finlay et al., 2009).   
 A infecção pode atingir e transformar somente o epitélio (Xipapillomavírus) 
como também tanto fibroblastos quanto queratinócitos (Deltapapillomavírus), mas é 
descrito que a replicação viral possa apenas acontecer na epiderme, sendo ainda não 
tão bem conhecido como o vírus atua em fibroblastos (Bozarchiello, 2007). Uma vez na 
parte mais basal da epiderme, os vírions de papilomavírus infectam as células-tronco 
epiteliais que estão presentes nessa camada (Figura 4). Essas células e suas 
descendentes são chamadas de células amplificadoras de transição, responsáveis pelo 
alto índice de divisão celular do epitélio e é onde as partículas virais são segregadas 
juntamente com os cromossomos de forma episomal, como se fosse plasmídeos, 




hospedeira. À medida que as células vão progredindo em sua diferenciação para a 
próxima camada afim de se tornar queratinócitos maduros, entram em ação as 
oncoproteínas virais E6 e E7 atrasando a parada do ciclo celular e a diferenciação 
celular. Esse atraso permite que o vírus continue sua replicação usando a maquinária 
celular e conseqüentemente é quem causa o espessamento da pele, dando o aspecto 
morfológico da verruga. Quando ocorre a diferenciação final para queratinócito maduro 
e não-replicante, as proteínas estruturais L1 e L2 dos papilomavírus se associam 
dentro do núcleo e são liberadas do epitélio, tornando-se assim novas partículas 
infectantes (Frazer, 2004; Pyeon et al., 2009). Em alguns papilomavírus, como os 
HPVs de alto risco, há a integração do DNA viral a cromatina hospedeira, o que leva a 
um aumento da capacidade de proliferação, expansão do tempo de vida da célula 
infectada e maior acúmulo das mutações. Sem a regulação da E2 que reprima o 
número de cópias virais duplicadas, essa integração leva ao completo descontrole do 
ciclo celular e, conseqüentemente, a progressão para câncer (Moody, Laimins, 2010). 
A co-infecção em papilomavírus não é algo incomum. Já foram descritos vários 
casos em HPV e sugeridos que não haja uma competição entre os diferentes tipos, 
mas sim uma ação sinérgica no qual se comprovou que os casos mais graves de 
câncer têm co-infecção mais freqüentes (Woodman et al., 2007). Em bovinos, a co-
infecção também já foi identificada em um mesmo tecido. No caso dos úberes de 
muitos animais, é possível encontrar infecção de BPV-1, BPV-5 e BPV-6, deformando 
tetas de tal maneira que inviabiliza a retirada de leites das vacas como também 
prejudica o aleitamento de bezerros, além de se tornarem locais propensos a mastite 
(Campo, 2002). Mais recentemente, verificou-se a presença de dois ou três tipos virais 
em papilomas cutâneos nos mesmos animais e isso foi apontado como causa da 
persistência das lesões por mais tempo que o comum (Claus et al., 2008). 
Assim como ocorre em muitos vírus, os papilomavírus bovinos podem se 
estabelecer de uma forma latente no epitélio normal de animais sem promover sinais 
clínicos da doença. Dessa maneira, o vírus só entraria em atividade mediante abrasão 
da pele local que desencadeasse o processo inflamatório pela produção de citocinas e 






















Figura 4. Infecção do epitélio por Papilomavírus, mostrando todas as fases de 
progressão do vírus e transcrição de suas proteínas até a formação completa de uma 






2.6 Detecção do vírus em outros tecidos 
 
Geralmente, viroses em animais são diagnosticadas por técnicas convencionais 
como a cultura de células, microscopia eletrônica e reações sorológicas, porém no 
caso dos papilomavírus, apenas a sorologia e as técnicas moleculares são aplicadas. 
O Papilomavírus não pode ser cultivado em sistemas de culturas celulares e, portanto, 
boa parte do seu diagnóstico é feito em técnicas de identificação do DNA viral como 
????????????? ???? ?S???????? ??????? hibridização ?in situ? e PCR. (Wosiacki et al, 2002; 
Alfieri et al., 2007). A hibridização p??????????????????????????????????????????????????
do genoma do papilomavírus, porém ainda existem dificuldades na reprodução dos 
resultados. Já a hibridização ?in situ? permite a localização de sondas de DNA ou RNA 
em células específicas ou regiões teciduais, porém é menos sensível que a técnica de 
?????????????????Gross, Barasso, 1999; Yaguiu et al., 2006). Por sua vez, a técnica de 
PCR permite a amplificação do DNA viral sem necessidade de cultivo do vírus e 
demonstrou ter alta especificidade e ser bastante adequada por permitir a detecção do 
papilomavírus com alta sensibilidade.  A identificação dos diferentes tipos de vírus pode 
ser feita por restrição enzimática dos produtos de PCR utilizando pares de ?primers? 
????????????? ???? ?S???????? ?????? ??? ?????? por processos de seqüenciamento 
(Carvalho et al., 2003; Freitas et al., 2003).  
Com o auxílio destas técnicas, foi possível detectar a presença de seqüências 
de vírus do papiloma bovino em outros tecidos que não o epitélio. Os papilomavírus 
são inicialmente definidos como epitélio-específicos, mas recentes relatos mostram que 
este não é o único sítio de infecção dos BPVs e abre possibilidades para novas formas 
de transmissão viral. Seqüências do DNA de BPV foram encontradas em linfócitos de 
bovinos com ou sem lesões de papilomatose, sugerindo que os linfócitos poderiam 
servir também como sítio viral (Campo, 1994b; Stocco Dos Santos et al., 1998, Stocco 
Dos Santos et. al, 1993; Roperto et al., 2008). Da mesma forma, seqüências do DNA 
de papilomavírus também foram detectadas em células sanguíneas de mulheres 
portadoras de infecção urogenital e com câncer cervical por HPV (Pao et al., 1991; 
Kedzia et al., 1992). ???????? ??? ????????????? ???? ????? ?????????? ???????
seqüenciamento e hibridização in situ, foi detectada a presença de papilomavírus no 
trato reprodutivo, ovários e esperma de animais acometidos por lesões causadas por 
papilomatose, implicando num outro veículo de transmissão viral (Carvalho et al., 2003; 




encontradas na placenta, no líquido amniótico e plasma de fêmeas infectadas através 
???????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
de crias logo após o parto, sugerindo uma possível transmissão vertical do vírus 
(Freitas et al., 2003; Yaguiu et al., 2008). Também foi encontrado a presença de DNA 
do vírus em leite, esperma congelado e urina de animais infectados por BPV (Lindsey 
et al., 2009).  
 Até então, a natureza dessas seqüências virais encontradas fora do epitélio era 
apresentada como presente apenas em sua forma latente, servindo apenas como 
reservatório do vírus e sem atividade e expressão viral (Brandt et al., 2008; Diniz et al., 
2009). Contudo, recentemente foi comprovada a expressão tanto da oncoproteína viral 
E5 com a proteína de capsídeo L1 em linfócitos CD4+  e CD8+ de animais com 
neoplasias em bexiga e positivos para BPV-2. Essas informações comprovam pela 
primeira vez a presença de vírus em atividade num tecido fora do epitélio, abrindo toda 
uma nova discussão sobre a biologia da infecção e epidemiologia do BPV (Roperto et 
al, 2011). 
 
2.7 Cariótipo Bovino 
 
A espécie de gado doméstico Bos Taurus caracteriza-se por possuir 30 pares de 
cromossomos em seu cariótipo, consistindo de 29 pares de autossômicos acrocêntricos 
de diferentes tamanhos e o par de cromossomos sexuais. O cromossomo X é 
submetacêntrico e apresenta o tamanho intermediário em relação aos maiores 
autossômicos. O cromossomo Y está entre os menores do cariótipo e tem morfologia 
variável em relação às sub-espécies existentes (ver Anexo I). A subespécie Bos taurus 
taurus, caracterizada pela grande maioria das raças européias, tem caracteristicamente 
o cromossomo Y sub-metacêntrico, já a subespécie Bos taurus indicus, representada 
pelos Zebuínos de origem asiática, tem o cromossomo Y acrocêntrico (Jorge, 1974; 
Halnan, Watson, 1982). Através de técnicas de bandamento e uso da hibridização in 
situ fluorescente (?FISH?), a diferença entre o cromossomo Y das duas subespécies 
aponta para uma inversão pericêntrica ocorrida em um ancestral comum (Goldammer 
et al., 1997; DiMeo et al., 2005). O cromossomo Y nas diferentes raças, no entanto, 




 Através do bandamento C, é observada a presença de heterocromatina 
constitutiva nas regiões centroméricas de todos os autossomos e uma fraca marcação 
na região centromérica do cromossomo X. Na subespécie Bos taurus taurus, a 
heterocromatina constitutiva foi encontrada na região mediana do braço curto do 
cromossomo Y, divergindo da subespécie Bos taurus indicus, onde ela aparece na 
porção terminal do braço longo (Gupta et al., 1974). O primeiro cariótipo padrão para o 
bandamento G para a espécie Bos taurus foi estabelecido durante a Conferência de 
Reading (Ford et al., 1980), permitindo assim a identificação de todos cromossomos da 
espécie. Desde, então, outras técnicas como o bandamento Q e R foram usadas para 
estudos citogenéticos em bovinos. Contudo, existem muitas dificuldades ao se estudar 
a citogenética em Bos taurus devido ao fato de praticamente todos os cromossomos 
serem acrocêntricos e a similaridade do bandamento G em muitos dos pares de 
cromossomos (DiBerardino et al., 1990). Em bovinos, as RONs (regiões organizadoras 
de nucléolos) foram encontradas nos cinco pares cromossômicos 2, 3, 4, 11 e 28 (Mayr 
et al., 1985) e revelaram um alto grau de conservação dentro do gênero Bos, sendo 
considerados importantes marcadores filogenéticos (Mayr et al., 1987). 
Técnicas mais avançadas em citogenética vêm sendo desenvolvidas para 
facilitar a identificação dos cromossomos, como o uso de enzimas de restrição em 
cromossomos gerando novos padrões de bandamento (Cymbron et al., 2004) e a 
hibridização ?in situ? com sondas oriundas do genoma bovino que servem como 
marcadores específicos para cromossomos (Kubickova, 2002). O uso das técnicas de 
bandamento clássicas G, Q e R quando complementadas com os recursos da 
citogenética molecular tem contribuído tanto para compreensão da evolução do grupo 
na família Bovidae (Gallangher et al, 1999a) como para os diversos estudos das 
alterações (Gallagher et al., 1999b; Tanaka et al., 2000). Mais recentemente, as 
técnicas de hibridização ?in situ? fluorescente (?FISH?) permitem a marcação de sondas 
específicas para o DNA bovino que são confeccionadas a partir de bibliotecas 
genômicas (Yeh et al., 1996; Gallagher et al., 1999a) ou através de captura de 
segmentos da cromatina por meio de Microdissecção (Weimer, 1999; Pinton, 2003), 
permitindo localizar até mesmo quais cromossomos estão envolvidos em determinadas 
aberrações cromossômicas. 
Dentre as alterações cromossômicas mais comuns, as translocações 
roberstonianas são as mais freqüentes e merecem especial atenção por afetarem a 




clínicas nos portadores quando presente em forma balanceada (Gustavsson, 1980, 
Long, 1985; Stocco dos Santos et al.,1988,1989). A primeira alteração desse tipo 
descrita em bovinos foi a translocação 1/29 descrita por Gustavsson e Rockborn 
(1964), num estudo sobre leucemia linfática em gado vermelho sueco. Muitos estudos 
posteriores relataram essa mesma translocação em várias outras raças, principalmente 
as européias. Essa vasta expansão da translocação 1/29 poderia ser explicada por 
distribuição de uma mutação ancestral mantida nas raças atuais (Popescu, Pech, 
1991). Além da translocação robertsoniana 1/29, muitas outras translocações 
robertsonianas foram encontradas como a translocação 14/20 (Logue, Harvey, 1978); 
1/26 (Miyake et al., 1987); 1/21 (Miyake et al., 1991); 5/22 (Slota, Switonski, 1992); 
15/20 (Iannuzzi et al., 1992) , 16/18 (Iannuzzi et al., 1993), 4/10 (Bahri-Darwich et al., 
1993) e 16/20 (Rubes et al., 1996);  Todas essas outras translocações, no entanto, 
mostraram-se dicêntricas, provavelmente tendo origem recente. Somente a 
translocação 1/29 é monocêntrica, provavelmente oriunda de um complexo rearranjo 
em indivíduos ancestrais envolvendo uma fusão cêntrica, perda de parte da 
heterocromatina centromérica e inversões pericêntricas (Chaves et al, 2003; DiMeo et 
al, 2006). 
Uma atenção particular deve ser destinada às alterações cromossômicas em 
bovinos causadas por vírus. O vírus da Leucemia Bovina (BLV) mostrou-se 
responsável por causar poliploidias e uma série de alterações estruturais, sendo os 
casos mais graves em animais com linfocitose (Galli et al, 1987; Castro et al.,1988). 
Outro vírus que induz neoplasia, o Papilomavírus Bovino, é responsável por uma série 
de alterações estruturais e numéricas, mesmo na ausência de co-fatores responsáveis 
pela imunossupressão dos animais (Stocco dos Santos, et al 1998). Sendo um evento 
tanto qualitativo quanto quantitativo, a análise das taxas dessas aberrações e a 
natureza das alterações é um fator importante para mensurar o grau da ação do vírus 
sobre o hospedeiro a nível celular. 
 
2.8 Cultivo celular  
 
Os papilomavírus são descritos como vírus incapazes de se manter em cultivo, 
devido a sua necessidade de acompanhar a progressão do epitélio para maturar e se 




primeiros estudos de cultura in vitro foram realizados em humanos e coelhos com o 
intuito de avaliar a capacidade transformante desses patógenos nas células (Coman, 
1946; Black, 1968). 
O primeiro trabalho sobre Papillomavírus Bovino em Cultivo foi realizado por 
Black e colaboradores (1963), em que observaram as mudanças de morfologia e 
proliferação de um cultivo de células de tecido conjuntivo fetal bovino após enxertar um 
extrato de papiloma cutâneo diluído na cultura. As células começaram a apresentar 
formas mais delgadas e um padrão de distribuição desorganizado nos cultivos, além de 
uma maior acidificação do meio. Um estudo similar foi realizado em diferentes 
linhagens de células fetais de camundongos, onde se observou as mesmas mudanças 
morfológicas e fisiológicas nas células, além de uma análise citogenética destacar um 
grande número de quebras cromatídicas, apesar de nenhuma mudança no número 
modal dos cromossomos (Thomas et al., 1964).  Mais tarde, um novo experimento em 
linhagens celulares fetais de hamster sírio onde as mudanças foram induzidas desta 
vez com uma suspensão do vírus do papiloma bovino, e posteriormente essas células 
foram inoculadas nos respectivos animais levando a intensa proliferação nas áreas e 
formação de grandes tumores (Geraldes, 1969). A indução de tumores causados por 
Papillomavirus Bovino em camundongos e hamster, no entanto, já havia sido 
anteriormente demonstrada utilizando apenas extrato de papiloma cutâneo bovino 
(Boiron et al., 1964; Olson et al.,1959,1965). 
No final da década de 70, um novo ensaio foi realizado com culturas de células 
de bovinos de diferentes tecidos ressaltando quais eram transformadas pelo vírus, 
destacando-se as oriundas do palato, conjuntiva e meninges vasculares (Meischke et 
al., 1979). Em seguida, outro trabalho demonstrou que bastariam apenas alguns 
fragmentos do DNA de plasmídeo contendo o genoma de BPV para transformar células 
de cultivo (Lowy et al., 1980). E a partir daí, as células de cultivo estabelecido foram 
utilizadas como ótimas ferramentas para se compreender as principais funções das 
proteínas virais de BPV-1 (Yang et al.,  1985; Androphy et al., 1985). 
Outros experimentos foram conduzidos em linhagem de camundongos e de 
palato bovino com o tipo viral 4 do papilomavírus bovino, onde foi evidenciado que sua 
ação transformante não é evidente em fibroblastos, provavelmente devido a sua 
natureza específica para o tecido alvo, no caso, os queratinócitos (Campo, Spandidos., 
1983), ao mesmo tempo em que sua eficiência na transformação dessas linhagens é 




Paralelamente, estudos foram realizados nessas mesmas linhagens em conjunto com 
quercetina, principal componente carcinogênico da P. aquilinum apontando-o como o 
principal co-fator responsável para a malignização de células, atuando sobre a via da 
p53, inferindo no tempo do ciclo celular e causando uma maior freqüência de 
aberrações cromossômicas (Beninston et al., 2001; Leal et al., 2003). 
Mais recentemente, as atenções sobre o papilomavírus bovino têm se voltado 
para a capacidade do BPV-1 e BPV-2 em infectar eqüinos, levando a originar tumores 
chamados sarcóides. Estudos de caracterização de linhagens de fibroblastos de 
cavalos modificadas pelo vírus como também de cultivos estabelecidos de sarcóides 
causados pelo BPV têm mostrado as diferenças de transformação de células entre 
bovinos e eqüinos (Yuan et al., 2008, Yuan et al., 2011). Certamente, há ainda muito a 
se entender sobre a biologia da infecção viral e o estudo in vitro, seja de linhagens 
estabelecidas modificadas pelo vírus como aquelas oriundas de lesões, serão 
importantes ferramentas na compreensão destes aspectos, principalmente no que 
concerne aos recentes achados que sugerem atividade viral fora do epitélio do 

























































Para esse estudo, foram colhidas amostras de sangue e biópsias de nove 
animais da espécie Bos taurus taurus internados no hospital veterinário de ruminantes 
da Faculdade de Medicina Veterinária da Universidade de São Paulo, sendo dois 
animais com pele normal diagnosticados como sadios que foram selecionados como 
controle, três animais com papiloma cutâneo, dois com papiloma de esôfago e dois 
com hematúria enzoótica. Os animais selecionados foram diagnosticados clinicamente 
por exame físico e endoscópico, quando necessário, e fragmentos de suas lesões 
foram avaliados histologicamente. 
As biópsias de pele normal e lesões de pele, esôfago e bexiga dos animais 
foram retiradas por procedimento cirúrgico pelo veterinário responsável do hospital e 
submetidas à detecção viral, análise histopatológica e imunoistoquímica, além de 
fornecerem material para o estabelecimento dos cultivos celulares. Neste material 
foram realizadas pesquisa viral, análise citogenética e imunofluorescência. O sangue 
colhido também foi usado para análise citogenética e pesquisa de seqüências de BPV.  
 
3.2 Extração de DNA e Detecção Viral 
 
Para extração do DNA, as biópsias foram seccionadas em pequenos 
fragmentos, com o auxílio de bisturis com lâminas descartáveis. Cerca de 25 mg 
dessas amostras foram separados para extração de DNA, segundo protocolo Tissue 
Protocol ? Qiamp DNA mini Kit (Qiagen), que se baseia em tratamento por proteinase K 
e tampões específicos, incubação em diferentes temperaturas e filtração em colunas de 
afinidade. Após a extração do DNA dos materiais coletados, as amostras foram 
quantificadas e 250ng de cada amostra foram reservados para cada reação de PCR de 
50µl utilizando MasterMix (Promega). 
 A detecção foi feita utilizando inicialmente o par de primers genéricos 
FAP59/FAP64 ????? taa cwg tig gic ayc cwt att - ????????? ccw ata tcw vhc ati tci cca 
tc ? ???, seguindo o ciclo mostrado na Tabela 1. Posteriormente, foi também utilizado 
os pares de primers específicos para BPV-1 (5- gga gcg cct gct aac tat agg a -???????? 
atc tgt tgt ttg ggt ggt gac ????, BPV-2 ???? gtt ata cca ccc aaa gaa gac cct ????????? 




cag ttt caa tct cct ctt ca ????, seguindo o ciclo mostrado na Tabela 1. Para avaliar a 
qualidade dos DNAs obtidos, as amostras também foram testadas em reações de PCR 
utilizando primers de -globina ??????? aac ctc ttt gtt cac aac cag - ???/ ??????? cag atg 
ctt aac cca ctg agc - ???, que produzem um produto de amplificação de 450pb.  
A análise dos produtos amplificados foi realizada em gel de agarose 2  





Tabela 1. Ciclos de PCR para o par de primers genéricos FAP59/FAP64 e os pares de 






3.3 Análise histopatológica e imunoistoquímica 
As biópsias tiveram fragmentos separados e armazenados parte em solução de 
formalina 10% e parte em fixador MetaCarn, destinados respectivamente para os 
estudos histopatológicos e imunoistoquímicos. Decorrido o tempo de fixação 
necessário, os materiais fixados foram desidratados em banhos crescentes de álcool 
etílico. Em seguida, foram perfundidos em solução de parafina/xilol e, posteriormente, 
incluídos em parafina. Os cortes do bloco foram realizados em micrótomo com 
espessura de 5 m e submetidos à coloração com hematoxilina e eosina para análise 





3.4 Estabelecimento de Cultivos Primários 
 
Após a coleta, fragmentos das biópsias foram separados e lavados com solução 
salina PBS com antibióticos e, em seguida, foram submetidos à fragmentação 
mecânica (macerados em pequenos pedaços) e química (solução de colagenase 
0,01% por 30 minutos a 37°C). Posteriormente, os pequenos fragmentos foram 
colocados em frascos descartáveis para cultura de células em monocamada, 
adicionando-se meio Dulbecco MEM enriquecido com 10  de soro e antibiótico, e 
mantidos em estufa a 37ºC, em atmosfera de 5% de CO2. Ao chegar próximo do nível 
de 70% de confluência, as culturas estabelecidas foram submetidas à ação de solução 
de tripsina 2,5g/L (Vitrocell) e distribuídas em novos frascos destinados a manutenção 
dos cultivos celulares, assim como para produção de material para detecção viral, 
análise citogenética, imunocitoquímica e imunofluorescência. 
 
3.5 Culturas temporárias de linfócitos de sangue periférico 
 
As coletas de sangue periférico foram realizadas em condições de assepsia, por 
punção venosa em volume de 5mL, com seringa descartável lavada internamente com 
anticoagulante (heparina, Liquemine, Roche, 5.000UI). Após as coletas, 18 gotas de 
cada amostra foram inoculadas em meio RPMI, enriquecido com 10% de soro e 2% de 
fitohemaglutinina, mantidas em estufa a 37ºC por 71 horas para logo em seguida 
serem realizadas as preparações citogenéticas.  
 
3.6 Análise Citogenética 
 
As preparações citogenéticas dos cultivos celulares foram realizadas na primeira 
passagem após ter sido estabelecidas as culturas; e o sangue, após o tempo de 71 
horas depois da inoculação em meio. Inicialmente, foram acrescentados 0,1mL de 
colchicina (16µg/mL) nos cultivos primários de tecido e nas culturas de sangue 
periférico, deixando-se mais 1 hora a 37ºC. Após esse tempo, o material foi 
centrifugado (1000 rpm por 10 minutos) e, em seguida, submetido à solução hipotônica 




centrifugado e fixado com uma solução na proporção de 3:1 de metanol e ácido 
acético, por três lavagens. Após a fixação, as preparações foram gotejadas em 
lâminas, envelhecidas e submetidas às técnicas de coloração convencional de Giemsa. 
As lâminas foram analisadas no Fotomicroscópio Zeiss Axiophot 2 (Zeiss) com a 
câmera Axiocam acoplada e as imagens registradas pelo programa Axiovision Zeizz 
4.7. As alterações cromossômicas foram consideradas de acordo com a classificação 
sugerida por Melo et al (2011), como observado no Anexo II. 
 
3.7 Curvas de Crescimento e Senescência 
 
As curvas de crescimento foram realizadas usando 36 placas de Petri de 
polietileno de 40x11cm (TPP) com cerca de 1,5mL de meio de Dulbecco MEM 
enriquecido com 10  de soro e antibiótico onde foram adicionados o valor inicial de 2,0 
x 104 células do cultivo primário. A cada 24 horas, três placas eram separadas, 
submetidas à solução de tripsina 2,5g/L (Vitrocell) e o número de suas células totais 
contado em hemocitômetro de Neubauer  (Labor Optik). A média das triplicatas definiu 
o número de células crescidas por dia e, após 12 dias, obteve-se um gráfico de onde 
foi possível inferir o crescimento celular de cada cultivo. Foram calculados a taxa de 
crescimento e o tempo de duplicação do cultivo a partir do programa Doubling-Time 
Calculator Online (Roth, 2006) 
Para acompanhar o processo senescente de cada cultivo, adicionou-se a 3 
placas de Petri de 40x11cm (TPP)  com cerca de 1,5mL de meio de Dulbecco MEM 
enriquecido com 10  de soro e antibiótico o valor de 2,0 x 104 células do cultivo 
primário. Após o período de 72 horas, as placas eram separadas, tripsinizadas e o 
número de suas células totais contadas em hemocitômetro de Neubauer, onde a média 
das triplicatas definiu o número de células. A partir dessas células, foi separado 
novamente o valor inicial de 2,0 x 104 células em placas e esperado o tempo de 72 
horas para nova contagem de células crescidas nesta nova passagem. O procedimento 
foi repetido por seguidas passagens até que fosse observada uma transformação das 
características das células do respectivo cultivo, uma queda da proliferação celular ou 






3.8 Imunoquímica para marcação dupla de anticorpos em Tecidos e Células 
 
Antes do procedimento de marcação imunoistoquímica, o material de tecido 
formalizado foi colocado em lâminas silanizadas e desparafinizado passando por dois 
banhos de 30 minutos de Xilol, seguido de lavagens de cinco minutos em Etanol 100%, 
95% e 70% e, por fim, passado em água destilada por mais 5 minutos. Posteriormente, 
foi realizado o desmascaramento em Tampão Citrato 0,01 M (1X em PBS, pH 6,0) por 
cerca de 12 minutos, em forno microondas com potência máxima e deixado esfriar em 
temperatura ambiente. 
Para imunocitoquímica, as células de cultivo foram crescidas em lamínulas a 37° 
?overnight? em estufa com 5% de CO2 e 70% de umidade e, após esse período, foram 
fixadas por uma hora com formaldeído 4% a temperatura ambiente antes de começar 
os procedimentos. 
A seguir, as lâminas com os cortes de tecidos e lamínulas com células foram 
lavadas com solução TBST (50 mM Tris; 150 mM NaCl e 0.05% Tween 20, pH 7.6), 
incubadas com a solução detergente de Triton 10% por 10 minutos, lavadas novamente 
com TBST e submetidas a solução de BSA 1% por 30 minutos.  
A dupla marcação foi realizada segundo protocolo do kit ?????????? ????
Doublestain System (Dako). O primeiro procedimento é um bloqueio da peroxidase por 
5 minutos, seguido de três lavagens com TBST. Em seguida, foi adicionado às lâminas 
e lamínulas o anticorpo primário Monoclonal Mouse Anti-Vimentina (Clone V9 M0725, 
diluição 1:100 em TBST) por 30 minutos. Após esse tempo, foram feitas três lavagens 
com TBST e foi acrescido o anticorpo secundário conjugado com Peroxidase 
(Peroxidase Labelled Polymer/ HRP) por 30 minutos. Por fim, após mais três lavagens 
em TBST, foi feita a revelação desta marcação com o substrato cromógeno DAB+ (que 
define uma coloração marrom ao alvo marcado) após 15 minutos de incubação. Em 
seguida, após novas lavagens é realizada a interrupção da reação com solução 
bloqueadora (Doublestain Block).  
 Para a segunda marcação, realizamos mais três lavagens com TBST e, em 
seguida, foi aplicado o anticorpo primário Monoclonal Mouse Anti-human Cytokeratin 
(Clone MNF 116 M0821, com diluição 1:40 em TBST) nas lâminas e lamínulas por 30 




anticorpo secundário conjugado com Fosfatase Alcalina (Alkaline Phosphatase 
Labelled Polymer/AP). Após outras três lavagens de 5 minutos com TBST, adicionou-
se a solução cromógeno Permanent Red por 15 minutos (que confere uma coloração 
avermelhada). 
 Após os dois procedimentos de marcação, as lâminas e lamínulas são contra-
coradas com hematoxilina e montadas com Tissue Tek (Sakura). Paralelamente ao 
experimento, foram preparadas lâminas e lamínulas como controle negativo, nas quais 
não foram incluídos os anticorpos primários na reação. 
 
3.9 Imunofluorescência em células de cultivo 
 
As lamínulas onde foram colocadas as células dos cultivos foram fixadas em 
formaldeído 4% por 1 hora. Em seguida, o material foi lavado três vezes com solução 
TBST, submetido à solução detergente de Triton 10% por 10 minutos, lavado mais três 
vezes com TBST e submetidas à solução de BSA 1% por 30 minutos. Em seguida, foi 
aplicado em cada lâmina o anticorpo primário específico e deixado em câmara úmida a 
?????overnight????????????? ?????????? ???????? ?????? ??????????????????????????????
anticorpo secundário por pelo menos 1 hora. Posteriormente, as lamínulas foram 
lavadas por mais três vezes com TBST e coradas com DAPI (kreatech) diluído em 
antifade Prolong Gold (Invitrogen). Em algumas preparações, antes da utilização do 
DAPI, as células foram incubadas por 40 minutos, com faloidina conjugada a FITC 
(Sigma P5282), para visualização dos filamentos de actina. 
Os anticorpos primários usados nas reações foram o Monoclonal Mouse Anti-
Vimentina (Clone V9 M0725, Dako, diluição 1:100), Monoclonal Mouse Anti-Human 
Cytokeratin 8 (Clone ??????, N1560, Dako, diluição 1:40), Monoclonal Mouse Anti-
Human Cytokeratin 10 (Clone DE-K10, M7002, Dako, diluição 1:40), Monoclonal Mouse 
Anti-Cytokeratin 8.13 (clone K8.13 C6909, Sigma, diluição 1:20), Monoclonal Mouse 
Anti-Pan Cytokeratin (um mix que inclui os clones C11, PCK26, CY90, KS1A3, M20 e 
A53-BA2,  C2562, Sigma, diluição 1:40), Monoclonal Rabbit anti-vinculin (V4139, 
diluição de 1:20) e o monoclonal Mouse anti Paxilin (Clone PXC10 P1093, diluição 
1:20). Também foi usado o anticorpo primário Monoclonal Mouse Anti-HPV (clone BPV-




 Os anticorpos secundários usados foram o anti-mouse FITC (F9006 Sigma, 
diluição 1:100), o anti-mouse TRITC (T5393 Sigma diluição 1:50) e anti-rabbit TRITC 
(T6778, diluição de 1:50).  
Todos os experimentos tiveram lamínulas sem os anticorpos primários na reação 
servindo como controle negativo. Também foram utilizados como controles positivos 
dos filamentos intermediários a linhagem celular 3T3 de fibroblastos de camundongos e 
ED, de derme eqüina, ambos positivos para vimentina; e a linhagem MCF7, de origem 
epitelial humana, positiva para citoqueratinas. 
 
3.10 Fotodocumentação e Análise das Imagens 
 
Os resultados de histopatologia, imunoistoquímica e imunocitoquímica foram 
fotodocumentados usando o Fotomicroscópio Zeiss Axiophot 2 (Zeiss) acoplado com a 
câmera Axiocam e o programa de captura de dados e medidas Axiovision Zeizz 4.7. Os 
registros de imagens de imunofluorescência foram feitos com o Microscópio Confocal 
Zeiss LSM 510 Meta e o programa Zeiss LSM Image Browser versão 4.2, que também 























































4.1 Detecção Viral por PCR 
Todas as biópsias de lesões de papiloma cutâneo, papiloma esofágico e bexiga 
de animal acometido por hematúria enzoótica utilizadas neste estudo se mostraram 
positivas para BPV utilizando os primers genéricos FAP 59/64, resultando em um 
fragmento de cerca de 474 pares. As amostras também foram confirmadas como 
positivas para o tipo viral 1 e 2 do papilomavírus bovino com os ?primers? específicos, 
com bandas por volta de 301 e 164 pares de bases, respectivamente. Apenas em um 
dos animais pertencente ao grupo diagnosticado clinicamente com Papilomatose 
Cutânea também foi detectado o tipo BPV-4, com cerca de 170 pares de bases. 
A presença dessas seqüências do DNA viral também foi detectada nas primeiras 
passagens dos cultivos celulares oriundos de papiloma cutâneo, de esôfago e bexiga, 
como evidenciado na Figura 5. Nas amostras de sangue, também foi realizada PCR 
para detectar a presença de seqüências do DNA dos três diferentes tipos virais com 
primers específicos, mas não foi possível detectar sequência do vírus no sangue dos 
animais com PCR convencional.  
 
4.2 Análise Histológica  
No estudo histopatológico, as amostras tanto de papiloma cutâneo como do 
papiloma de esôfago apresentaram características peculiares à infecção por PVs como 
aumento destacado da epiderme definido como acantose, células com núcleos atípicos 
e com grandes halos perinucleares, que definem o fenômeno coilocitose, bastante 
comum em infecções por papilomavírus e a característica formação de papilas dermais 
definidas como papilomatose, que são comuns à doença (Figura 6, B e C). Na biópsia 
do papiloma de pele, também foi evidenciado o processo de queratinização irregular 
definido como paraqueratose. A biópsia de bexiga do animal acometido com hematúria 
enzoótica apresentou epitélio aumentado de característica bastante irregular, 
caracterizando uma displasia, processo inflamatório misto e células apresentando 
características similares à coilocitose (Figura 6, D). A biópsia de pele do animal 
















Figura 5. Amplificação do DNA de BPV encontrado em lesão cutânea e em suas 
respectivas células cultivadas in vitro ??? ??????????? ?????????? ??????????? ???? ????
genérico FAP 59/64(I) e específico BPV-2 (II): Controle Negativo (C-); Controle positivo 
(C+); Verrugas (A;B), passagens 1 (C-E) Passagem 2 (F-H), Passagem 3 (I,J), 


















Figura 6. Histologia de Pele Normal (A), Papiloma Cutâneo (B), Papiloma Esofágico 
(C) e Bexiga de um animal com hematúria enzoótica (D). É possível observar a região 
da epiderme aumentada (acantose) nos cortes dos tecidos de amostras infectadas por 
BPV, além de coilocitose em muitas das células. As setas apontam para a típica 






4.3 Análise Citogenética 
 
Para análise e comparação citogenética, os animais foram separados em grupos 
definidos: Controle (C), Animais com Papilomatose Cutânea (Grupo 1), Animais com 
Papilomatose de Esôfago (Grupo 2) e Animais com hematúria enzoótica (Grupo 3), de 
acordo com o diagnóstico clínico e confirmado pelo análise histológica das biópsias que 
originaram os cultivos. Nesse estudo, foi considerado para análise um total de 1.068 
metáfases, sendo que 501 oriundas de leucócitos de sangue periférico e 567 de células 
provenientes de Cultivos Primários de pele normal, lesão cutânea verrucosa, lesão de 
esôfago, e de bexiga de animal com hematúria enzoótica. O número total de células 
analisadas por cada grupo pode ser observado na Tabela 2, onde foram 
disponibilizadas as médias das frequências de células com aberrações nos quatro 
grupos estudados. 
No sangue, foi observado nos grupos de animais infectados por BPV um 
aumento das frequências de células com aberrações numéricas, estruturais e ?gaps? 
em relação aos animais sadios, como evidenciam os gráficos da Figura 7. Nos Cultivos 
Primários, os três grupos tiveram maior freqüência de células com aberrações 
numéricas e estruturais, mas em relação a células com ?gaps? apenas foi evidente um 
aumento nas freqüências dos animais do grupo 2 (Figura 7). 
A Tabela 3 apresenta as freqüências de cada tipo particular de aberração. Na 
análise do sangue, as mais evidentes alterações cromossômicas estruturais em relação 
ao controle foram: os rearranjos com Adições e/ou Deleções de segmentos (Ad/Del) 
que tiveram maior frequência nos três grupos; Quebras Cromatídicas (QCr) nos grupos 
1 e 3; Fragmentos Acêntricos (FA) e Associações Centroméricas (AC) no grupo 2 
(Figura 8). Também foi observada uma maior freqüência de Separação Precoce de 
Cromátides (SPCr) nos grupos 2 e 3. Quanto às aberrações numéricas, destacaram-se 
as Aneuploidias (Aneu), que tiveram maior freqüência em relação ao grupo controle, 
principalmente nos grupos 1 e 2. A frequência do número de Gaps também foi 
observada maior nos três grupos de animais infectados por BPV em relação ao grupo 








Tabela 2.Frequência de células de Sangue Periférico e Cultivos  Primários com 
aberrações em grupos diagnosticados com Papilomatose Cutânea (1), Papilomatose 






Figura 7. Gráficos de dispersão das frequências de células com alterações 
cromossômicas encontradas em sangue e cultivo primário nos grupos diagnosticados 
com Papilomatose cutânea (1), Papilomatose de esôfago (2) e Hematúria Enzoótica (3) 




Tabela 3. F                         studadas em células de 




















Em relação às células de cultivo, as mais evidentes alterações cromossômicas 
estruturais foram: os rearranjos por Adições e/ou Deleções (Ad/Del) que tiveram maior 
frequência nos animais dos três grupos, as quebras cromatídicas (QCr) nos grupos 1 e 
2, Fragmento acêntrico (FA) nos grupos 1 e 2; Associação Centromérica (AC) em 1 e 2 
e Associação Telomérica (AT) em 1 e 3 (Tabela 3; Figura 8). As quebras 
cromossômicas, apesar de mais raras, tiveram maior freqüência no grupo 3 em relação 
ao grupo Controle. Quanto às aberrações numéricas, foi observado nos cultivos uma 
maior frequência de aneuploidias, principalmente no grupo 3. As poliploidias foram 
mais frequentes em relação ao grupo controle nos grupos 2 e 3. Assim como no 
sangue, também foi evidenciada uma maior freqüência de ??aps? nos cultivos primários 
dos animais com BPV, sendo mais evidentes nos grupos 2 e 3 (Figura 9). A Figura 10 
mostra imagens das principais alterações estruturais tanto nas células de sangue como 
nas células de cultivo, de acordo com a classificação proposta por Melo et al (2011).  
Quando feitas as comparações entre as freqüências das aberrações dos cultivos 
primários e aquelas presentes nas amostras de sangue dos respectivos grupos, 
destaca-se, em todas as amostras, o aumento de aberrações numéricas nos núcleos 
dos cultivos primários, inclusive no grupo Controle. De uma forma geral, no entanto, 
não se percebe uma nítida divergência em relação à freqüência de células com 
aberrações estruturais dos cultivos e do sangue dentro dos mesmos grupos. Contudo, 
particularmente, ao considerar cada aberração em particular, nota-se uma maior 
frequência de Separações Precoces de Cromátides no grupo 2 e 3 em sangue, não 
evidenciado nas células de cultivo.  Já os rearranjos com Adições ou Deleções tiveram 
maior freqüência nos animais do grupo 1 nas células de cultivo do que no sangue.  Não 
se notou nenhuma diferença evidente nas frequências de gaps e células com gaps na 







Figura 10. Aberrações cromossômicas em células de cultivo (esquerda) e sangue 
(direita): Fragmentos Acentricos (A;B), Quebra cromossômica (C) e cromatídica (D), 
Rearranjo com adição/deleção (E;F), Associação telomérica(G) e Associação 
centromérica (E;H); Separação Precoce de cromátide (seta mais fina; A;E). (Aumento 




4.4 Estabelecimento e Caracterização dos Cultivos Primários 
 
As células in vitro obtidas das biópsias já podiam ser visualizadas 4-5 dias após 
o estabelecimento dos fragmentos no cultivo, sendo inicialmente observadas células de 
formas ?epitelióides? e de formas ?fibroblástica??. No decorrer das passagens, somente 
as células do tipo fibroblástica prevaleceram, mas após alguns dias com a confluência 
do cultivo, elas voltam a assumir uma forma mais poligonal, justapostas uma a outra 
em monocamada, bastante similar a um epitélio.  
Nenhuma diferença morfológica evidente pôde ser observada entre os cultivos 
celulares deste estudo. Apesar das características fibroblásticas, as células dos cultivos 
de biópsias afetadas não possuem exatamente a forma de fuso característica a este 
tipo celular e uma nítida diferença de tamanho pode ser evidenciada principalmente 
nas células de bexiga em relação às demais (Figura 11). As células obtidas do cultivo 
de pele normal apresentaram diâmetro por volta de 40 a 100µm de comprimento, 
enquanto que os cultivos de papiloma cutâneo e esofágico apresentavam entre 50 a 
150 µm. Os cultivos de bexiga apresentaram de 100 a 320 µm, sendo formado por 
células mais arredondadas e de volumoso citoplasma.  
O gráfico das curvas de crescimento dos quatro cultivos estudados (Figura 12) 
demonstra que o grupo controle possui uma taxa de crescimento maior (0.6039) que 
aquelas infectadas por BPV com o seu tempo de dobra da população sendo de 27,6 
horas. O cultivo de células oriundas de papiloma cutâneo teve uma taxa de 
crescimento de 0.4146 com tempo de dobra e 40 horas e o cultivo de papiloma de 
esôfago mostrou-se com taxa de crescimento de 0.5015 e tempo de dobra de 33,12 
horas. O cultivo de células de bexiga destacou-se por ter uma velocidade de 
crescimento muito mais baixa, numa taxa de 0.2888, levando 57,6 horas para a 
população dobrar de número. A curva de crescimento também nos mostra uma 
diferença da concentração máxima de células na placa ao atingir seu platô, estando os 
valores de concentração máximo em torno de  8.0 x105 para as células de pele normal, 
4.8 x105 para células oriundas de papiloma de esôfago, 2.5 x105 em células cultivadas 
de lesão cutânea e apenas 1.2 x105 no cultivo de células de bexiga dos animais com 











Figura 11. Cultivo celulares de Pele Normal (A) Papiloma de Pele (B) Papiloma de 
Esôfago (C) e Bexiga com Hematúria Enzoótica (D). Seta em D aponta para células 













Figura 12. Gráfico das curvas de proliferação dos quatro cultivos celulares 
estabelecidos de bovinos: Pele Normal (A) Papiloma Cutâneo (B) Papiloma 








Também foram realizadas contagens das passagens de cada cultivo celular 
antes que perdessem sua capacidade proliferativa ou viessem a se transformar. O 
vírus do BPV não demonstrou capacidade de imortalizar naturalmente nenhuma das 
culturas celulares aqui estudadas. Tanto os cultivos de pele normal de bovino como de 
papiloma cutâneo demonstraram capacidade de durar por vários repiques atingindo as 
passagens 38 e 36. Já os cultivos celulares de lesões de esôfago e bexiga com 
hematúria enzoótica alcançaram apenas até as passagens 8 e 5, respectivamente, logo 
perdendo sua capacidade de proliferação. 
 
4.5 Marcação de anticorpos de citoesqueleto, pontos de adesão focal e proteína 
do capsídeo viral de BPV. 
 
A marcação com anticorpo anti-vimentina, utilizada rotineiramente para 
identificar células de origem mesenquimal, foi observada em todas as células dos 
cultivos estudados, com destacada expressão dos seus filamentos, marcado com 
anticorpo secundário FITC (Figura 13, lado esquerdo). Já a marcação com pan-
citoqueratina, que permite através de um conjunto de anticorpos monoclonais identificar 
um número maior de células que contenham qualquer uma das citoqueratinas dos tipos 
5, 6, 8, 10, 13, 14, 18 e 19, marcou os cultivos de células de bexiga, esôfago e 
papiloma cutâneo, utilizando anticorpo secundario TRITC (Figura 13, lado direito). As 
células derivadas de segmentos de pele normal não foram marcadas para pan-







Figura 13. Marcação de vimentina (verde) e pan-citoqueratina (vermelha) nos cultivos 
celulares de pele normal (A-B), papiloma cutâneo (C-D), papiloma de esôfago (E-F) e 





Também foram utilizados outros tipos de citoqueratinas. A citoqueratina 8.13, 
que marca diferentes tipos de queratinas, principalmente as identificadas pelos 
números 10, 11 e 18, marcou positivamente as células derivadas de segmentos de 
lesões com BPV. O anticorpo para marcação específica de citoqueratina 8 marcou 
positivamente apenas as células de papiloma esofágico e de bexiga. Já a marcação 
para a citoqueratina do tipo 10 só teve marcação considerada positiva no cultivo de 
células da bexiga (Figura 14). Os três anticorpos primários foram marcados 
posteriormente com anticorpo ?anti-mouse? FITC.  
A marcação dupla de citoqueratina e vimentina utilizando o ?kit ??????????????
Doublestain System? (Dako) permitiu a visualização da marcação concomitante das 
fibras de vimentina (HRP/DAB+ , coloração marrom) e citoqueratina (AP/Permanent 
Red , coloração vermelha) dentro de uma mesma célula nos cultivos de Papiloma 
Cutâneo, Papiloma de Esôfago e nas células de Bexiga (Figura 15).  Um ensaio 
também foi realizado numa lâmina com corte histológico de papiloma de pele e foi 
observada uma linha na região basal da epiderme onde há marcação positiva de 







Figura 14. Marcação dos anticorpos de citoqueratina 8.13 (A), 8 (B) e 10 (C) em 
células de cultivo celulares de segmentos de bexiga com hematúria enzoótica. 







Figura 15. Marcação dupla com vimentina (marrom) e citoqueratina (vermelha) em 
células de pele normal (A), papiloma cutâneo(B), papiloma de esôfago (C) e bexiga 





Figura 16. Marcação dupla com vimentina (marrom) e citoqueratina (vermelha) em 
epitélio de pele alterado pelo vírus do BPV. Controle negativo da reação (A). Marcação 
da seta mostra região da epiderme com expressão de vimentina além de 






As imagens apresentadas na Figura 17 mostram as marcações das proteínas 
relacionadas com a adesão focal, paxilina e vinculina, juntamente com a expressão das 
fibras de actina às quais estão associadas. O que se observa nestas imagens são os 
freqüentes desarranjos do citoesqueleto nas células de cultivos derivados de 
segmentos de lesões, com retração das fibras de actina, diminuindo assim os pontos 





Figura 17. Marcação das fibras de actina (verde) com a colocalização das proteínas de 
adesão focal paxilina (A e B) e vinculina (C e D): Pele Normal apresenta estrutura 
normal (A). As células de papiloma cutâneo, papiloma de esôfago (B e C) e Bexiga (D) 
apresentam fibras de actina retraídas e estruturas lamelares (setas) na borda das 






Para verificação da presença da expressão viral foi usado o anticorpo comercial 
Anti-HPV, que é corriqueiramente utilizado na detecção de diferentes tipos como o 
HPV-1, -6, -11, 16, 18 e 31, e que foi obtido a partir de uma parte  da proteína L1 do 
capsídeo viral de BPV-1. Em nossas amostras, houve marcação positiva do vírus nos 
cultivos celulares de lesões infectados pelo vírus, ocorrendo uma expressão mais 
evidente nas regiões nuclear e perinuclear das células marcadas (Figura18). Foram 
utilizados como controle negativo tanto células cultivadas de pele bovina normal como 




Figura 18. Marcação do anticorpo anti-BPV com marcação maior na região nuclear (A) 


















































5.1 Presença de DNA Viral em Células de Cultivo 
 
A presença e natureza do DNA do Papilomavírus fora do epitélio, onde é 
preconizada que ocorra exclusivamente sua progressão, têm sido discutidas em vários 
relatos. Evidências sobre a detecção de seqüências de DNA viral nos mais diferentes 
tecidos e até mesmo líquidos corpóreos têm sido objeto de muitas publicações (Stocco 
dos Santos et al., 1998; Freitas et al.,2003; Carvalho et al.,2003; Yaguiu et 
al.,2006;2008; Lindsey et al.,2009). Contudo, essa presença é apontada até então 
como sendo uma manifestação latente, onde as partículas virais estariam apenas 
acompanhando as células durante as divisões celulares numa forma epissomal e só 
entrando em atividade quando houvesse alguma microabrasão do epitélio (Campo et 
al., 1994a). Mesmo em infecções de papiloma mucosotrópicos, onde naturalmente se 
encontra a presença do vírus em fibroblastos, não se verificou a replicação do DNA 
viral nestas células, apesar de recentemente sido evidenciado seqüências do BPV em 
atividade em cânceres de origem mesenquimal (Bozarchiello, 2007). Caso similar 
acontece nos sarcóides eqüinos, lesões de origem fibroblásticas causadas 
primordialmente pelo BPV-1, nas quais não se detectou a presença de partícula viral 
íntegra, sendo considerada uma infecção abortiva e não-reprodutiva. Contudo, o alto 
número de cópias do genoma viral encontradas nas células dessas lesões e a ainda 
incompreendida transmissão entre animais demonstram que há muito a ser conhecido 
sobre a biologia da infecção dos papilomavírus fora dos epitélios (Nasir, Campo, 2008). 
Nos primeiros estudos de cultivos celulares em bovinos, percebia-se a 
capacidade transformante do vírus em linhagens já estabelecidas através da aplicação 
de extratos macerados de verrugas, mas sem ter ocorrido detecção da presença do 
vírus ou de antígeno viral (Black, 1968).  Várias tentativas para a manutenção deste 
vírus em cultivo foram feitas, mas apesar dos plasmídios demonstrarem todos os 
aspectos transformantes, a presença de PV in vitro sempre foi apontada como não-
reprodutiva (Campo, Spandidos, 1983). Contudo, a inoculação de células 
transformadas pelo vírus em animais de laboratório induz a formação de tumores, o 
que sugere a possibilidade de que mesmo não tendo sido detectadas, essas partículas 
ainda poderiam estar presentes e com capacidade infectante (Geraldes, 1969). 
Os cultivos estabelecidos no desenvolvimento deste trabalho provêm 




vírus nas primeiras passagens em algumas dessas amostras levanta a possibilidade de 
que essas partículas virais possam ter algum mecanismo de manutenção de seu 
material genético inicialmente. Contudo, da mesma maneira que ocorre nos casos da 
literatura descritos anteriormente, se essa partícula é capaz de replicação ou se 
mesmo encontra-se em plena atividade, ainda é algo a ser esclarecido. No entanto, a 
análise da integridade do genoma da célula hospedeira assim como a detecção de 
expressão de possíveis proteínas virais podem apontar para a possibilidade de que 
haja alguma atividade do vírus in vitro nessas passagens iniciais. 
 
5.2 Alterações Cromossômicas relacionadas ao Papilomavírus Bovino 
 
Existem poucos trabalhos na literatura envolvendo as alterações citogenéticas 
relacionadas ao vírus do Papiloma Bovino. Um dos primeiros trabalhos mostrava a 
relação entre animais diagnosticados com hematúria enzóotica que consumiam a 
samambaia Pteridium aquilinum em pastos pobres em época de seca e o aumento do 
número de alterações cromossômicas no sangue (Moura et al., 1988). Mais tarde, um 
experimento similar foi realizado em animais que revelaram altas taxas de aberração 
em relação ao grupo controle, e nos quais foi possível encontrar as substâncias 
quercetina e ptaquiloside B, compostos da samambaia P. aquilinum, na urina, soro e 
leite desses animais (Lioi et al., 2004). Contudo, mesmo sem a presença desses co-
fatores, foram observados efeitos clastogênicos em animais contaminados com BPV 
(Stocco dos Santos et al., 1998). Estudos citogenéticos também foram realizados com 
células in vitro, porém envolviam linhagens estabelecidas de bovinos transformadas por 
oncoproteínas do BPV (Leal et al., 2003) e em tumores de rato induzidos por BPV-1 
(Gamperl et al., 1984). Até nosso presente conhecimento, este trabalho é o primeiro a 
reportar alterações cromossômicas presentes em cultivos primários de células oriundas 
de papilomas cutâneos, papilomas de esôfago e bexigas de animais bovinos afetados 
pelo vírus do BPV. 
Entre os papilomavírus, os mecanismos de interação do DNA viral com a célula 
hospedeira tendem a variar de acordo com a espécie ou até mesmo com o tipo viral. A 
principal proteína envolvida na ancoragem do vírus ao DNA da célula é E2 e ela 




(You, 2010). Em HPV 8, a ligação do vírus acontece predominantemente na região 
pericentromérica dos cromossomos em largos blocos, enquanto que nos 
alfapapilomavirus a E2 só se mostra evidente nas fases de prófase e anáfase do ciclo 
em agregados específicos e menores, também na parte mais pericentromérica (Oliveira 
et al., 2006). Já no BPV1, a E2 parece se ligar randomicamente no DNA hospedeiro, 
mas em contrapartida necessita de uma proteína de acoplagem denominada Brd4, 
diferente dos HPVs que se ligam diretamente ao genoma hospedeiro (McBride et al., 
2006) 
As funções mais tumorgênicas são atribuídas as oncoproteínas E6 e E7. Em 
HPV-16, foi comprovado que essas duas proteínas podem induzir a formação de várias 
aberrações durante a divisão celular e danos no DNA, conseqüentemente causando 
uma instabilidade numérica e estrutural no genoma, e tendo pois, ação neoplásica 
(Duensing, Münger, 2002a). No processo oncogênico, a principal função da E6 é se 
ligar ao gene p53, que é um supressor de tumor, comprometendo sua função de 
parada do ciclo celular e apoptose. A E6 também interfere na regulação da enzima 
telomerase, através da ativação transcricional do gene da transcriptase reversa da 
telomerase humana (hTert). Já a oncoproteína E7 atua sobre o repressor de 
proliferação celular durante a fase S, como também estimula amplificação dos 
centríolos, o que leva a comprometer a divisão normal na mitose (Boulet et al., 2007; 
Hamid et al., 2009). 
Uma das principais causas das aberrações numéricas em células infectadas por 
HPV tanto in vivo quanto in vitro é a alteração do controle das duplicações dos 
centrossomos e conseqüente erros na divisão celular. Este efeito é causado pela 
oncoproteína E7, e potencializado pela E6. A E6 atua interferindo no ponto de 
checagem da fase S/G2 do ciclo celular, levando ao acúmulo de números aberrantes 
de centrossomos sendo formados (Duensing et al., 2000; Duensing, Münger, 2002b). A 
aneuploidia é a aberração mais evidente desta desestabilização do fuso acromático, 
sendo considerada a primeira anomalia percebida em células em processo de 
malignização por HPV (Duensing et al., 2008; Kashyap, Das, 1998). Já a poliploidia 
pode ser oriunda de duas formas, sendo a primeira também por falha na formação do 
fuso acromático (Patel et al., 2004), como também pela fusão entre duas células 
mediada pela ação da oncoproteína E5 (Hu et al., 2009). Em outro estudo envolvendo 
BPV, já havia sido chamado à atenção sobre o grande número de células com 




dados mostrados neste presente trabalho não só corroboram tais achados 
evidenciando altas freqüências de aberrações no sangue dos três grupos de animais 
estudados, como mostram o mesmo acontecendo nas células de cultivo celular.  Vale 
apontar que a poliploidia, mesmo sendo um evento mais raro, também mostrou-se 
numa maior freqüência nos cultivos celulares aqui descritos, destacando-se nos 
cultivos de papiloma de esôfago e de bexiga, onde pode ser visto com maior freqüência 
do no grupo controle.  
Como dito anteriormente, as oncoproteínas virais E6 e E7 são também 
apontadas como responsáveis pela alteração do equilíbrio estrutural do genoma, sendo 
observada uma série de aberrações tanto em células em processo de malignização 
como células de cultivo de fibroblastos onde papilomavirus foram usados com vetores 
para imortalização de fatores em células de cultura de queratinócitos. Quando co-
expressas, essas proteínas aumentam o número de anomalias (Solinas-Toldo et al., 
1997).  Uma das primeiras evidências apontadas como início desse processo de 
instabilidade cromossômica são as formações de pontes anafásicas, que são 
indicativos de que há perdas de segmentos teloméricos nas células, o que leva a dois 
tipos de aberrações estruturais, as quebras e associações cromossômicas. 
(Duensing,Münger, 2002a). As quebras são geradas a partir do momento em que as 
pontes fusionadas se partem e, conseqüentemente, os segmentos que surgem da 
quebra podem ser adicionados a outros cromossomos, podendo gerar um ciclo de 
translocações na célula (Gisselsson, 2000). Da mesma maneira, os cromossomos que 
perdem esses segmentos ficam sujeitos a sofrerem fusões cromatídicas e 
cromossômicas (Obe et al., 2002; Crabbe, 2007).  
Em um estudo feito em HPV16, foi verificado que essas quebras dos 
cromossomos ocasionadas pela ação das oncoproteínas E6 e E7 ocorrem em sítios 
preferênciais mais frágeis, ao invés de acontecer de uma forma randômica como se 
pensava anteriormente (Thorland et al., 2003).  Os rearranjos e translocações 
cromossômicas também podem ocorrer por uma via alternativa à ação da E6 e E7, que 
envolve as regiões de integração do DNA viral pela E1 e E2 ao genoma hospedeiro e a 
maquinaria de reparo e recombinação de DNA celular ativada neste local durante a 
?supra-amplificação? deste HPV integrado, resultando numa série de translocações 
entre cromossomos homólogos e não-homólogos (Kadaja et al., 2009) 
Em bovinos, os trabalhos envolvendo citogenética de animais afetados por BPV 




segmentos cromossômicos soltos chamados de fragmentos acêntricos como 
aberrações cromossômicas mais comuns. Em trabalhos mais recentes, foi relatada a 
observação de fusões de cromossomos tanto por associações centromêricas como 
teloméricas em linfócitos periféricos de animais com BPV do tipo 1,2 e 4 (Yaguiu et al., 
2008) como em cultivos de linhagens estabelecidas transformadas pela oncoproteína 
E7 (Leal et al., 2003). As associações também foram vistas comumente em tumores 
induzidos em hamsters, evidenciadas de forma não randômica (Gamperl et al., 1984).  
Apesar das dificuldades de distinção de diferentes segmentos cromossômicos no 
cariótipo bovino (Stocco dos Santos et al.,1989), recentemente Melo et al. (2011), 
embora contando apenas com coloração convencional, discutiram os fenômenos de 
adição ou perda de segmentos cromossômicos em estudo realizado com bovinos 
sintomáticos e assintomáticos em relação a papilomatose contaminados por BPV. 
Esses tipos de aberrações são verificados, mesmo sem técnicas de bandeamento, 
através da nítida perda de trechos de uma das cromátides e um rearranjo da outra 
cromátide irmã dobrando-se ao tentar um pareamento (Figura 10, E-F). 
Em nossas observações, tanto em linfócitos de sangue periférico como em 
células de cultivo primário, observa-se de forma evidente como as alterações 
estruturais são mais freqüentes nos grupos afetados do que no controle. Os tipos de 
aberração que mais se destacam são os rearranjos com adições e deleções (Figura 10, 
E-F), visto em maior frequência em todos grupos de animais infectados, seguido pelas 
quebras cromatídicas (Figura 10, D) e  os fragmentos acêntricos (Figura 10, A-B), que 
estão em maior freqüência em quase todos os grupos analisados, no sangue e em 
cultivo.  Já as associações telomericas e centroméricas vêm em seguida (Figura 10, G-
H), aparecendo em maior frequência em apenas alguns dos grupos analisados. Por 
sua vez, as quebras cromossômicas foram verificadas como um evento mais raro 
(Figura 10, C). 
A Separação Precoce de Cromátides (Figura 10, A-E), também chamada de 
Divisão Prematura do Centrômero refere-se a anomalia mitótica onde se observa uma 
separação antecipada das cromátides de um ou mais cromossomos antes do momento 
certo na divisão celular (Kajii, Ikeuchi, 2004). Pode ser dividida em níveis de maior ou 
menor frequência, ocasionada tanto por drogas como também por disfunções clínicas 
(Corona-Rivera et al., 2005), sendo observada em pacientes com Alzheimer  (Zivkovic 
et al., 2006) assim como também em pacientes portadores do vírus da Hepatite B 




separações precoces de cromátides observadas tanto em animais sintomáticos como 
assintomáticos infectados pelo vírus (Melo et al., 2011). Nos presentes dados, também 
foi verificado um aumento das Separações Precoces de Cromátides em sangue nos 
grupos de animais 2 e 3 infectados por BPV em relação ao grupo controle, mas o 
mesmo não se evidenciou em células de cultura primária. 
Existe uma divergência entre autores sobre os gaps cromossômicos e 
cromatídicos serem considerados alterações cromossômicas significantes nos estudos 
citogenéticos, mas os mais recentes trabalhos sobre bovinos afetados por BPV 
demonstraram que há um considerável aumento do número dessas falhas nos animais 
doentes (Peretti et al., 2007; Melo et al., 2011) e o mesmo pode ser evidenciado em 
nossos dados tanto nas células de Sangue como nas de Cultivo Primário de Esôfago e 
Bexiga.  
É importante considerar aqui que mesmo sendo observado e esperado um 
aumento das aberrações numéricas, e em menor grau, das estruturais e gaps em 
células in vitro, torna-se bastante evidente o aumento geral destas aberrações nos 
cultivos dos três grupos de animais doentes em relação ao controle. Também vale 
chamar atenção para que futuros estudos de avaliação citogenética também 
considerem alguns tipos de aberração que não eram incluídas anteriormente, como as 
associações entre cromossomos evidenciadas mais uma vez aqui tanto em sangue 
como em cultivo celular, e corroborando esse tipo de ação do vírus sobre o 
cromossomo como já foi evidenciado anteriormente em HPV e BPV. Por fim, com 
esses dados, podemos também inferir que o DNA viral que é encontrado nas primeiras 
passagens das células de cultivo primário oriundas dessas lesões esteja ativo, e as 
alterações cromossômicas aqui evidenciadas sejam frutos das oncoproteínas 
responsáveis por essas ações clastogênicas. 
 
5.3 Morfologia e Proliferação dos Cultivos Celulares 
 
Os primeiros estudos sobre as transformações celulares promovidas pelo BPV 
foram realizados em células de conjuntiva de bovinos e fibroblastos de camundongos 
com extratos completos de lesões relacionadas ao vírus, onde se observou 
desorganização da distribuição das células, além de alongamento da sua morfologia 




papilomavírus, não foi possível detectar a presença do vírus ou antígeno viral (Black, 
1968). Mais adiante, outro experimento realizado com linhagens estabelecidas de 
palato bovino, induziu transformações celulares in vitro a partir de fragmentos 
genômicos contendo a E7 e E8 de BPV4 juntamente com a ativação do oncogene ras, 
no qual foram evidenciadas células mais largas e vacuolizadas, dentre outras 
mudanças nos cultivos (Jaggar et al., 1990). Mais recentemente, foi descoberto que 
BPV-1 poderia infectar cavalos, sendo o principal responsável pelo surgimento de 
sarcóides eqüinos, e estudos realizados com fibroblastos infectados por BPV-1 com 
células oriundas desse sarcóides mostraram mudanças morfológicas e principalmente 
um aumento na proliferação das células, diretamente relacionada com a quantidade 
expressa de oncoproteínas E5, E6 e E7 (Yuan et al., 2008). 
Comparado ao grupo controle, os cultivos de células aqui estudados, oriundas 
de lesões causadas por BPV, apresentaram morfologia similar a um fibroblasto, mas 
com o tamanho das células evidentemente maior que as do cultivo de pele normal, 
principalmente as células de bexiga. Essa diferença de tamanho, juntamente com a 
disposição das células in vitro, pode explicar as diferenças das curvas de crescimento 
desenhadas no gráfico (Figura 12), onde o grupo controle, composto por fibroblastos 
menores, ocuparam a área disponível da placa numa maior quantidade de células do 
que as dos outros cultivos estudados. Em contrapartida, as células do cultivo de 
Bexiga, que se mostraram maiores que as do grupo controle, tiveram uma 
concentração celular bem inferior ao controle ao utilizar a mesma área. 
A curva de proliferação celular também levantou a questão de que os cultivos de 
lesões causadas por BPV se mostraram com taxa de crescimento e velocidade de 
duplicação da população celular menores que o grupo controle, algo não esperado 
quando as células entram em processo neoplásico. Contudo, deve-se considerar que 
os dois cultivos mostram evidências de que são tipos celulares diferentes, já que o 
grupo controle apresenta células com características únicas de fibroblastos, enquanto 
que os cultivos acometidos por BPV apesar de apresentarem a princípio uma 
morfologia mais mesenquimal, possuem muitas de suas características similares a 
células epiteliais, como será discutido mais adiante.  
As culturas de queratinócitos humanos podem variar no seu tempo de 
duplicação da população se a origem das células é basal, suprabasal ou mais externa 
dentro do tecido, ficando entre 30h a 300h (Staiano-Coico et al., 1986). Já o tempo de 




geralmente é em torno de 24 horas (Liu et al., 2008), mas dependendo do tecido, 
espécie, raça ou mesmo indivíduo de onde a amostra se originou podemos ter um 
tempo bem maior para a  população celular dobrar (Holz et al., 2004; Koo et al., 2008; 
Li et al., 2009a, Li et al., 2009b). Comparado aos queratinócitos e outras células 
epiteliais, as células de características fibroblásticas destacam-se por uma proliferação 
muito mais rápida e invasiva, sendo sua principal proteína específica de filamento 
intermediário, a vimentina, bastante usada como biomarcador de muitos processos 
neoplásicos (Li et al., 2010, Jung et al., 2011). 
Estes nossos estudos como inéditos necessitam de outras avaliações sobre 
padrões de crescimento dos cultivos, com utilização de marcadores de proliferação 
para maiores discussões sobre as alterações que o vírus pode induzir e contribuir para 
a compreensão do processo de transformação celular. 
 
5.4 Co-expressão de Vimentina e Citoqueratinas 
 
Quanto à questão da caracterização da origem das células a partir da marcação 
de filamentos intermediários, os cultivos relacionados ao BPV mostraram-se diferentes 
do grupo controle, que além da morfologia de fibroblasto, só é marcado positivamente 
por vimentina. Já os cultivos oriundos de papiloma cutâneo, papiloma esofágico e 
bexiga com hematúria, além de células maiores e arredondadas, foram marcados tanto 
com vimentina como com pan-citoqueratina. 
  A marcação dupla de citoqueratina e vimentina nos cultivos de células 
modificadas pelo vírus do BPV aponta para um evento chamado Transição Epitelial-
Mesenquimal (TEM) descrito inicialmente no processo embrionário, (Greenburg, Hay, 
1982), mas posteriormente observado no processo de tumorigênese (Thiery, 2002) 
como também na fibrose (Kalluri, Neilson, 2003). Esse processo de transição é definido 
por uma série de alterações na morfologia, arquitetura celular, adesão e capacidade de 
migração das células que reduzem suas características epiteliais originais e passam a 
expressar propriedades comuns às células mesenquimais. Dentre as proteínas que 
abundantemente aumentam, destacam-se vimentina, fibronectina e matrix 
metalloproteínases (MMP-2, -3 e-9), enquanto que há uma destacada queda da 
produção de Desmoplaquinas, citoqueratinas, Ocludinas e E-Caderinas (Lee et al., 




A baixa da expressão de E-Caderina certamente é um dos fatores mais 
influentes na Transição Epitelial-Mesenquimal, já que em tecidos normais ela é um dos 
principais mantedores do fenótipo de epitélios, induzindo a formação de contatos 
estáveis célula a célula e desenvolvimentos das junções de adesão e desmossomos. A 
regulação da Caderina, por sua vez, é feita pela proteína ?Snail?, que surge com grande 
expressão nas células em processo de TEM (Battle et al., 2000). Além da baixa de E-
Caderina, ?Snail? parece ser também o gatilho para o desenvolvimento de outras 
características mesenquimais nas células, já que em linhagens de câncer de origem 
epitelial com grande quantidade desta proteína também se observa uma grande 
produção de vimentina e fibronectina, além do aumento da capacidade invasiva e 
migratórias dessas células (Cano et al., 2000). Outras proteínas que também tem 
regulação negativa da E-Caderina podem ser responsáveis pelo processo de TEM, 
como a Slug e Sip1, que assim com a ?Snail? são proteínas que possuem o tipo de 
ligação ?Zinc-Finger? (Nieto, 2002). Já o desencadeamento da expressão dessas 
proteínas da família ?Snail? e similares pode acontecer por diferentes vias de 
sinalização, dependente dos organismos e da natureza da TEM, a maioria delas 
ativadas por receptores de Tirosina-quinase como Met, IGF e FGF (Thiery, 2002). 
Esse tipo de fenômeno de mudança da morfologia das células, perdendo 
marcadores de características epiteliais como o decréscimo nos níveis de citoqueratina 
e aumento de vimentina e outros atributos mesenquimais, tem sido relatados no estudo 
de mioepitelioma (Laknani et al., 1995), câncer de mama (Thomas et al.,1999), câncer 
de ovário (Zeineldinet al., 2006), câncer de boca (Ramos et al., 2009) carcinoma 
gástrico (Kim et al., 2009), carcinoma e adenocarcinoma esofâgico (Rees et al., 2006; 
Cai et al., 2010), câncer de próstata (He et al., 2010), dentre outros. 
Em outros casos de tumorigênese, é visto a dupla marcação de citoqueratina e 
vimentina, mas sem afirmar uma Transição Epitelial-Mesenquimal, desconhecendo-se 
assim a origem do câncer, como visto no tumor renal do tipo rabdóide (Itakura et al., 
2001) e em nefroblastomas (Faussillon et al., 2008). De um modo inverso, também é 
possível observar o processo de Transformação Mesenquimal-Epitelial (TME) em 
alguns processos da embriogênese, alguns tipos de tumores como de Bexiga e 
patologias como a displasia osteofibrosa (Chaffer et al., 2006,Chaffer et al., 2007). 
Em estudos com carcinomas causados por HPV, já havia se apontado para uma 
substancial queda da expressão de citoqueratina do tipo 14 em células de epitélio 




Southern et al., 2001), assim como uma alta expressão de vimentina em diferentes 
níveis de carcinomas cervicais (Gilles et al., 1996). Em estudos in vitro feitos com 
queratinócitos infectados com HPV33 e HPV33 com o gene ras, foi observada a 
mudança de um grupo de linhagens das células tornando-se mais delgadas e 
expressando vimentina, caracterizando a Transição Epitelial-Mesenquimal (Gilles et al, 
1994). Posteriormente, num estudo feito com queratinócitos humanos imortalizados 
com E6 e E7 de HPV16 e tratados com etanol, relatou-se uma descrição de Transição 
Epitelial-Mesenquimal onde surgiram células com características fibroblásticas, baixa 
expressão de pan-citoqueratina e perda total da citoqueratina 14, em contrapartida a 
um aumento de vimentina (Chamulitrat et al, 2003). 
Anteriormente as nossas observações, não havia nenhum relato sobre 
evidências de marcações duplas de citoqueratina e vimentina em carcinomas ou 
mesmo em células in vitro transformadas por papilomavirus bovino, sendo este o 
primeiro relato que poderia apontar para um possível processo de Transição Epitelial-
Mesenquimal ou de Transição Mesenquimal-Epitelial em bovinos. 
A marcação em corte histológico de lesão verrucosa com dupla marcação de 
vimentina e citoqueratina aponta para que o fenômeno observado seja uma Transição 
Epitelial-Mesenquimal: uma faixa apontada pela seta na figura 16 permite ver uma 
dupla marcação situada na região mais basal da epiderme aumentada da verruga. A 
marcação positiva de citoqueratina 8.13 nas células dos cultivos reforça não só a 
marcação da pan-citoqueratina, como também aponta para que a origem desta 
neoplasia seja epitelial. 
A marcação da citoqueratina 8 aconteceu nas células obtidas tanto da lesão 
esofágica quanto da bexiga com hematúria, o que reflete algo esperado, já que essa 
proteína só é expressa em epitélio não-queratinizado, como por exemplo, epitélio de 
transição de Bexiga. Por sua vez, a citoqueratina 8 não é encontrada no epitélio da 
epiderme, sendo realmente esperado que não se expressasse tanto no grupo controle 
como nas células oriundas do papiloma cutâneo como foi visto (Moll et al., 1982; Bosh 
et al., 1988). Em carcinomas, já foi encontrada alta expressão de citoqueratina 8 em 
adenocarcinomas de trato digestivo (Moll et al., 1982), carcinoma de pele (Kurokawa et 
al., 2011),  carcinoma hepatocelular (Athanassiadou et al., 2007) e câncer cervical 
causado por HPV (Ikeda et al., 2008).   
Também foi observada a marcação positiva de citoqueratina do tipo 10 em 




cultivo controle. Normalmente, as citoqueratinas 10 somente passam a se expressar na 
parte suprabasal da epiderme, depois que as células perderam a capacidade de dividir-
se e entram em processo de queratinizaçao, e no epitélio cervical (Kurokawa et al., 
2011).  Já as células de cultivos de lesões cutâneas aqui estudadas parecem ter sido 
oriundas de partes mais basais do epitélio, como evidenciado na figura 14, onde não há 
a expressão desta citoquerina. Porém, a expressão de citoqueratina 10 nas células de 
bexiga com hematúria é incomum, mas pode estar denunciando o início de um 
processo de queratinização das células já visto em carcinomas de bexiga (Ostergaard 
et al., 1997), de boca e pulmão (Hamakawa et al., 1998), e hepático (Yang et al, 2008). 
 
5.5 Disposição de Actina e Proteínas de Adesão Focal 
 
Outro aspecto característico de células em TEM observado são as mudanças na 
estrutura do citoesqueleto e diminuição de junções aderentes, que está intimamente 
relacionado com os pontos de adesão focal. Para o estudo desses pontos de adesão, 
duas proteínas são consideradas de fundamental importância. A vinculina é uma 
proteína ligada diretamente a actina e com função nas interações célula-célula ou 
célula-matriz, utilizada como excelente marcadora de pontos de adesão focal (Ziegler 
et al., 2006). Diretamente relacionada à vinculina está a paxilina, que é uma proteína 
também associada às adesões focais e com segmentos ligados ao citoesqueleto, com 
funções importantes em diversas vias de sinalização, principalmente relacionadas a 
migração e mobilidade (Schaller, 2001). Por sua vez, a paxilina está relacionada a uma 
das cascatas de sinalização que desencandeia a TEM, que após sofrer fosforilação de 
tirosina por indução de fatores externos que ativam os receptores desencandeiam todo 
o processo que leva a um remodelamento do citoesqueleto de Actina (Tumbarello et 
al., 2005). 
Em BPV, já havia sido reportado como a oncoproteína E6 interage com a 
proteína de adesão focal paxilina in vivo e in vitro, apresentando células com 
morfologias alteradas e redução da aderência celular por conta da desestruturação do 
citoesqueleto (Tong, Howley, 1997). A E6 age sobre a paxilina interferindo na sua 
interação com a vinculina, Quinase de adesão focal e outras proteínas, desarranjando 
toda a estrutura da Actina (Tong et al, 1997) . Mais recentemente, a oncoproteína E5 




morfológicas, como rearranjos nas fibras de actina e formação de lamelipodia, uma 
característica típica em células epiteliais, em um estudo realizado com linhagens de 
células bovinas (Palf) e de camundongos (3T3) transformadas com a proteínas E5 
(Tsirimonaki et al., 2006).  Nas células deste estudo mostradas na figura 17 é possível 
observar tanto o encurtamento das fibras de actina, a mudança da posição das 
proteínas de adesão focal como o surgimento dessas largas protrusões citoplasmáticas 
em forma de lamelas (lamelopodia) nas extremidades das células, indicando que estas 
células possam também estar sofrendo mudanças por atividade viral. 
Por estar relacionada com a distribuição, ancoramento e motilidade celular, a 
paxilina têm forte correlação com o desenvolvimento do câncer além dos envolvidos 
com papilomavírus. Recentemente, a expressão de paxilina em níveis alterados foi 
interligada ao surgimento de cânceres gástricos, de glândula salivar, pulmão e próstata 
(Shi et al., 2010; Sen et al., 2010; Mackinnon et al., 2011). 
 
5.6 Expressão da proteína do Capsídeo viral 
 
Como discutido anteriormente, a presença de DNA viral e sua manutenção no 
decorrer das primeiras passagens após os repiques em cultivos de células oriundas de 
lesões verrucosas causadas por BPV, leva a interessantes questões, mas ainda não 
possibilitava afirmar se esses vírus encontravam-se ativos ou em forma latente. Já na 
análise citogenética destes cultivos, o aumento de células com aberrações 
cromossômicas numéricas e estruturais nestes cultivos provavelmente reflete uma 
possível ação viral, como já discutido em tantos outros trabalhos similares com sangue 
de animais contaminados (Stocco dos Santos et al., 1998). Com este trabalho, foi 
evidenciada uma marcação por imunofluorescência de parte da proteína L1 do 
capsídeo do vírus, indicando que os vírus estejam sendo realmente expressos nos 
cultivos.  
A distribuição das marcações observadas nos três tipos de cultivos de células 
aqui estudados aparece de forma espalhada ao longo de toda a célula, mas se 
concentra predominantemente na região perinuclear, acumulando-se na carioteca, 
tanto na face externa como interna do núcleo. Esse padrão de expressão da L1 já foi 
observado anteriormente num ensaio de infecção de BPV em células epiteliais de rim 




da inoculação do papilomavírus foi possível observar que a localização predominante 
do vírus era na membrana nuclear e no próprio núcleo, respectivamente (Zhou et al., 
1995). Em outro estudo, a localização mais específica da oncoproteína viral L1 no 
núcleo foi estudada, onde se observou que quando expressa sozinha, a L1 tem um 
padrão mais difuso e desorganizado, mas junto com a L2, essa expressão é realocada 
e sempre colocalizada com L2, sendo o papel da L2 ressaltado como uma proteína 
essencial para a organização da partícula viral infectante (Day et al., 1998). 
Anteriormente, era descartada a idéia de que havia expressão de proteínas 
virais fora da região do epitélio, mesmo em fibropapilomas onde o vírus utiliza as 
células mesenquimais como reservatório (Borzachiello, 2007). Contudo, foi 
recentemente encontrado em eqüinos, onde as lesões dos sarcóides são 
exclusivamente fibroblásticas, a proteína L1 associada ao DNA viral, porém não foi 
possível determinar se eram partículas precursoras da lesão ou novos vírions intactos 
(Brandt et al., 2008). Com a descoberta das proteínas virais expressas fora da região 
do epitélio, em linfócitos CD4 e CD8, abre-se a possibilidade para que existam outros 
sítios de atividade do BPV onde antes só se acreditava serem reservatórios latentes 
(Roperto et al., 2011). 
Ao nosso conhecimento, esses resultados apontam não só para um primeiro 
registro da expressão do vírus em células cultivadas oriundas de lesões causadas pelo 
BPV, como também seria o primeiro uso deste anticorpo anti-HPV/BPV fornecido pela 
Abcam em estudos de imunofluorescência em cultivos celulares.  
 
5.7 Considerações Finais 
 
 A manutenção das sequências virais através das passagens dos cultivos 
primários, a expressão da proteína L1 e a alta taxa de células com aberrações 
cromossômicas encontradas neste trabalho apontam pela primeira vez na literatura 
para indícios de que há atividade das sequências virais encontradas em cultivos de 
lesões causadas pelo BPV. Esses resultados discordam de conceitos anteriores sobre 
a biologia da infecção do papilomavírus bovino, mostrando que ainda há muito que se 
elucidar sobre a natureza do vírus in vitro. 
Os resultados aqui descritos também revelam que as células dos cultivos obtidos 




mesenquimais, inferindo um comportamento de TEM (Transição Epitelial-Mesenquimal) 
causado pelo vírus do BPV ainda não propriamente descrito na literatura. A 
desestabilização das fibras de actina em conjunto com a perda e modificação dos 
pontos de adesão focal também são características comuns deste tipo de Transição 
Epitélial-Mesenquimal. Essas alterações são indicativos indiretos que reforçam a idéia 
de que há atividade viral nestas células, inclusive apontando para um processo 
neoplásico. Contudo, fica ainda a necessidade de se avaliar outros parâmetros desses 
dois tipos celulares que se mantém frequentemente em células metastáticas. Estudos 
referentes à mobilidade e à capacidade invasiva das células em conjunto com a 
quantificação da expressão de algumas proteínas que servem como marcadores de 
TEM (E-caderinas e Snail) já estudadas em outros trabalhos com papilomavírus seriam 
importantes para a caracterização dessas células de cultivo, sugerindo que processos 
similares aos já descritos na literatura (Tsirimonaki et  al., 2006, Lee et al., 2008; 
Hellner et al., 2009) também se repetem em células recém extraídas de biópsias de 
lesões causadas pelo papilomavirus bovino. 
Os cultivos de lesões estudados, apesar de infectados praticamente pelos 
mesmos tipos virais e sem diferenças evidentes na morfologia, divergem no tamanho, 
taxas de crescimento, no tempo de envelhecimento das suas células e na expressão 
das citoqueratinas específicas 8 e 10. Para uma caracterização mais ampla destes 
cultivos, no entanto, seria fundamental um estudo sobre os tipos de citoqueratinas que 
são expressas nos três tipos de lesões causadas por BPV aqui estudadas, para que 
desta maneira se conheça melhor o tipo e a origem das neoplasias que estão sendo 









































































- Cultivos celulares que foram estabelecidos a partir de amostras de pele, esôfago e 
bexiga infectadas naturalmente por papilomavírus bovinos podem manter as 
sequências virais no decorrer das primeiras passagens. 
 
- Há uma maior frequência de células com alterações numéricas e estruturais nos 
animais infectados por BPV do que nos animais sadios do grupo Controle, tanto em 
sangue quanto em cultivo primário, sendo os tipos de alterações estruturais mais 
evidentes os rearranjos envolvendo adição ou deleção de segmentos cromossômicos, 
seguidos das quebras cromatídicas e fragmentos acêntricos. 
 
- As células do grupo controle e dos cultivos obtidos de lesões não apresentam 
diferenças morfológicas evidentes, mas diferem em tamanho, taxa de crescimento e no 
tempo de senescência. Os cultivos de lesões mostraram menor taxa de crescimento, 
maior tempo de dobra da população celular e células de maior tamanho, principalmente 
os cultivos de células de bexiga  de animais com hematúria enzoótica. 
 
- A dupla marcação das proteínas vimentina e citoqueratina nos cultivos de células 
infectadas caracteriza um fenômeno comumente observado em células em processos 
metastáticos chamado Transição Epitelial-Mesenquimal, até então nunca descrito em 
estudos feitos com BPV. 
 
- A marcação dupla de vimentina e citoqueratina por imunoistoquímica na região basal 
do epitélio de pele infectada por BPV indica que as células dos cultivos modificadas 
pelo vírus têm origem do tipo epitelial. 
 
- As marcações de citoqueratinas do tipo específico 8 e 10 aconteceram de formas 
diferentes nos três cultivos de lesões estudados, indicando que as células estejam 
passando por processos neoplásicos com características diferentes e novas marcações 







- Houve alteração na estrutura de actina e das proteínas de adesão focal, paxilina e 
vinculina, com retração das fibras e formação de lamelipodia na periferia das células 
oriundas de lesões, como já foi observado em outros estudos com linhagens 
estabelecidas tratadas com oncoproteínas virais. 
 
- A marcação do anticorpo anti-HPV/BPV na região nuclear e perinuclear das células 
infectadas por BPV mostra que há expressão viral nesses cultivos naturalmente 
infectados por BPV. 
  
- As alterações cromossômicas, modificações na estrutura do citoesqueleto, expressão 
de proteínas do capsídeo viral e manutenção das seqüências virais encontradas nas 
primeiras passagens desses cultivos demonstram que há atividade viral de BPV in vitro 
























































(A) Submetacentric Y chromosome-bearing karyotype of a "pé-duro" bull (2n = 60, XY). (B) Acrocentric Y 




Cariótipo Bovinos com 60 cromossomos, com duas possibilidades de cromossomos Y: 











A. Peripheral lymphocyte metaphases: (a) normal cell; (b) and (c) cells obtained from an animal 
presenting skin papillomatosis; (d) cells obtained from a BPV-infected animal without clinical symptoms. X 
chromosomes are indicated by black arrows; aberrations are indicated by red arrows. (6) AFs, (11) G, (9) 
CtBs, (10) CmB and (3) CA. The  analysis was carried out with an Axiophot Zeiss microscope (×1000 
magnification). B. Structural chromosome aberrations detected in peripheral lymphocytes obtained from 
BPV-infected animals. (1?3) CA, (4) TA, (5) TAcr, (6) AF, (7?9) CtBs, (10) CmB, (11) G, (12, 13) addition 
or loss of gene segments (add or del) and (14) EcrS. 
 
 
Classificação dos diferentes tipos de aberrações encontradas em células de cultivos de 
linfócitos de bovinos infectados por BPV. (1?3) AC, (4) AT, (5) ATcr, (6) FA, (7?9) QCrt, 
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The bovine papillomavirus is responsible for infecting epithelia causing skin lesions, 
usually benign, but also cancers of the digestive and urinary tract. Objectives: In this 
study, we evaluated the morphological, cytogenetic and molecular aspects of primary 
cells cultures presenting BPV DNA sequences, collected from animals with different 
clinical features and compared to cells from healthy animals. Methods: We collected 
blood samples and biopsies from healthy animals, bovines with cutaneous 
papillomatosis, esophageal papillomatosis, and enzootic hematuria, which were 
analyzed by histopathology, cytogenetics and viral DNA sequence detection. We 
established primary cultures of samples collected from each group and made the cell 
characterization  by morphology, growth and senescence patterns, protein cytoskeleton 
(vimentin, cytokeratin and actin), focal adhesion (paxillin and vinculin) and viral capsid 
L1 protein detection. Results: We detected the presence of viral DNA sequences in the 
early passages of primary cell cultures and observed a greater number of cells with 
chromosomal alterations in the three groups presenting BPV DNA sequences, when 
compared to healthy animals, both in primary cells and blood lymphocyte cultures, 
being the most evident alterations the rearrangements with additions or deletions of 
segments, followed by the chromatid breaks and Acentric Fragments. The cells of the 
groups obtained from BPV infected lesions had showed a concomitant vimentin and 
cytokeratin labeling, suggesting a phenomenon identified as epithelial-mesenchymal 
transition often described in cancers. In these cell lines infected, the actin fibers and 
focal adhesion proteins showed disarray, retraction of actin fibers and a lamellar 
formation, probably resulting from the viral proteins action. It was also detected by 
immunofluorescence the presence of viral capsid L1 protein in the nuclear and 
perinuclear region. Conclusions: The presence of the virus DNA sequences through 
the passages, chromosomal alterations and expression of viral protein indicate, for the 
first time, that the virus maintains some activity in vitro. Alterations in cytoskeleton and 
focal adhesion proteins pointed out that these cells cultures are already suffering the 
early changes to a malign process. 
